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kompetenco. Na podlagi tega lahko zaključimo, da je transformacija mehanizem, ki 
je odgovoren za horizontalni prenos genov med roji sevov. 
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SLOVARČEK 
(Cm) Odpornost seva proti antibiotiku kloramfenikolu. 
(Kn) Odpornost seva proti antibiotiku kanamicinu. 
(Sp) Odpornost seva proti antibiotiku spektinomicinu. 
(Tet) Odpornost seva proti antibiotiku tetraciklinu. 
»Kin« Bolj sorodni sevi, katerih roji se na poltrdem agarskem 
gojišče B združijo oz. ne tvorijo linije. 
»Nonkin« Manj sorodni sevi, ki pogosteje tvorijo linije na stiku med 
roji sevov na poltrdem agarskem gojišču B. 
Poltrdo agarsko gojišče Agarsko gojišče z nižjo vsebnostjo agarja (0,7 % agar). 
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1 UVOD 
Pri Bacillus subtilis je, kot pri mnogih drugih bakterijah, za kolonizacijo novega področja 
pomembna kooperacija (Kearns in Losick, 2003). Pri kooperaciji je pomembno razlikovanje 
med sorodniki, pri čemer je pomoč preferenčno usmerjena k bolj sorodnim (Hamilton, 
1964a). B. subtilis kaže več kooperativnih lastnosti in ena izmed teh je kooperativno gibanje 
po površini – rojenje (Kearns in Losick, 2003). Pri rojenju prihaja do sorodstvene 
diskriminacije, pri čemer se sevi različno vedejo do bolj sorodnih (»kin« sevov) in manj 
sorodnih (»nonkin« sevov). Tako tudi pri rojenju sevov na poltrdem gojišču B med sevi z 
nižjo filogenetsko sorodnostjo pogosteje pride do tvorbe vidne mejne linije, kot pri sevih z 
višjo filogenetsko sorodnostjo, kjer je pogostejše zlivanje oz. združevanje sevov (Stefanic in 
sod., 2015). Za identifikacijo »kin« skupin ima B. subtilis kopico lokusov, ki prispevajo k 
sorodstveni diskriminaciji. Lokusi, pomembni pri razločevanju »kin« od »nonkin« v večini 
nosijo zapise za molekule, ki jih uvrščamo v kategorijo protimikrobnega napada in obrambe. 
Te raziskave so nakazale, da na liniji med »nonkin« roji morda prihaja do stresnega odziva, 
ki bi lahko pospešil horizontalni prenos genov med sevi (Lyons in sod., 2016). Naravno 
kompetentni sevi B. subtilis namreč lahko v stresnih pogojih sprejemajo DNA iz okolja 
(Dubnau, 1991). Med pozno eksponentno fazo lahko genomsko DNA tudi sproščajo v svojo 
okolico (Lorenz in sod., 1991; Zafra in sod., 2012). Na razliko v izmenjavi DNA na stiku ali 
liniji med roji sevov bi prav tako lahko vplivala razlika v koncentraciji sproščene DNA 
(Anagnostopoulos in Spizizen, 1961; Palmen in sod., 1993). Ker obstaja na tem področju še 
mnogo neznank, smo v tem delu želeli bolje preučiti kakšna je pogostost izmenjave genov 
med roji sevov B. subtilis na poltrdem gojišču B in kateri so razlogi za razliko v pogostosti 
prenosov. 
 
1.1 NAMEN DELA 
- Ugotoviti pogostost izmenjave DNA na stiku oz. na liniji med roji »nonkin« in »kin« 
sevov B. subtilis na površini poltrdega agarskega gojišča. 
- Ugotoviti koncentracijo DNA na stiku oz. na liniji med roji »kin« in »nonkin« sevov. 
- Ovrednotiti izražanje gena comGA (pri privzemu DNA pomemben transporter 
ComGA (Briley in sod., 2011)) v rojih ob srečanju. 
- Ugotoviti pogostost privzema dodane DNA na stiku oz. na liniji med »kin« in 
»nonkin« roji sevov B. subtilis. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predhodne raziskave Lyons in sod. (2016) so pokazale, da ob srečanju »nonkin« rojev 
prihaja do aktivacije stresnega odziva in povečane smrtnosti bakterijskih celic. Na stopnjo 
transformacije pri bakterijah lahko vpliva mnogo dejavnikov. Med njimi je tudi povišan stres 
(Palmen in sod., 1993; Prudhomme in sod., 2006), ki je posledica antagonističnihih interakcij 
(Lyons in sod., 2016). Ta lahko poviša privzem DNA na liniji, ali se ob lizi sprošča višja 
koncentracija DNA (Borgeaud in sod., 2015; Veening in Blokesch, 2017). Na podlagi teh 
ugotovitev smo predpostavili, da filogenetska sorodnost oz. posledično sorodstvena 
diskriminacija med roji vpliva na horizontalni prenos genov na območju nastanka linije. 
Zaradi sorodstvene diskriminacije bo pogostost horizontalnih prenosov višja med dvema 
rojema »nonkin« sevov, kot med dvema rojema »kin« sevov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 Bacillus subtilis 
Bacillus subtilis je aerobna, po Gramu pozitivna bakterija. Je paličaste oblike in je gibljiva. 
Celice so samostojne ali v parih, redko v verižicah (Logan in De Vos, 2009). B. subtilis 
izoliramo iz mnogih okolij, kopenskih in vodnih, kar daje vtis, da je vrsta prisotna povsod 
in dobro prilagojena na rast v različnih pogojih v biosferi (Earl in sod., 2010). Najnižja 
temperatura pri kateri rastejo je 5-20 °C in najvišja temperatura 45-55 °C. Rastejo pri pH od 
5,5 do 8,5. Hidrolizirajo kazein, eskulin, želatino in škrob. Razgrajujejo pektin in druge 
polisaharide rastlinskih tkiv. Iz saharoze proizvajajo zunajcelični dekstran in levan. Večina 
sevov uporablja kot edini vir ogljika citrat, razgrajujejo pa tudi glukozo in mnogo drugih 
ogljikovih hidratov do kislin. Sposobni so redukcije nitrata do nitrita. Na kompleksnem 
mediju z glukozo ali nitratom rastejo tudi anaerobno, vendar je ta rast omejena (Logan in De 
Vos, 2009). Kot odziv na pomanjkanje hranil, tvorijo močno odporne dormantne spore, ki 
se lahko razširjajo po zraku s pomočjo vetra tudi na dolge razdalje (Earl in sod., 2010). 
Endospore B. subtilis so razširjene v prsti, prahu, na rastlinju in mnogih drugih okoljih. 
Sodelujejo lahko pri zgodnjih fazah razgradnje organskih snovi (Logan in De Vos, 2009). 
Tako jih v vegetativni obliki najpogosteje najdemo povezane z razpadajočim organskim 
materialom (Earl in sod., 2010). Rastejo v tesni povezavi s površino korenin, pri čemer lahko 
spodbujajo rast rastlin (Oslizlo in sod., 2015). B. subtilis najdemo tudi v gastrointestinalnem 
traktu živali, vendar njihova vloga ni dobro poznana. Genomi B. subtilis se med seboj 
razlikujejo in posedujejo gene, specifične za posamezni sev (Earl in sod., 2010). 
 
2.2 FILOGENETSKA SORODNOST  
Predstavniki vrste B. subtilis so genetsko zelo heterogena skupina (Earl in sod., 2010; 
Nakamura in sod., 1999). Seve B. subtilis so klasificirali v več podvrst, kot so B. subtilis 
subsp. subtilis, B. subtilis subsp. spizizenii, B. subtilis subsp. inaquosorum (Adelskov in 
Patel, 2016; Earl in sod., 2010; Nakamura in sod., 1999; Rooney in sod., 2009). Filogenetsko 
ali evolucijsko sorodnost najpogosteje ugotavljajo s pomočjo analize sekvenc gena 16S 
rRNA. A zaradi velike podobnosti med sekvencami 16S rRNA znotraj vrste B. subtilis in 
celo med sorodnimi vrstami Bacillus, je ta gen kot filogenetski marker lahko neprimeren 
(Wang in sod., 2007). Takrat si lahko pomagamo z esencialnimi geni, ki kodirajo proteine 
in jih lahko poimenujemo tudi gospodinjski geni (ang. housekeeping genes) (Wang in sod., 
2007). Pri poskusih smo uporabljali rekombinantne seve B. subtilis subsp. subtilis, 
pridobljene iz dveh vzorcev prsti peščenega obrežja reke Save, velikosti 1 cm3 (Stefanic in 
Mandic-Mulec, 2009). Na podlagi treh »housekeeping« genov (dnaJ, gyrA, rpoB) in 
nekaterih drugih lastnosti (metabolna podobnost, geografska porazdelitev) so Stefanic in 
sod. (2012) uvrstili te seve v tri domnevno ekološko različne filogenetske skupine (ekotipi) 
(Stefanic in sod., 2012). Ekotipi so definirani kot skupine sevov, ki izkoriščajo podobne 
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ekološke niše in tekmujejo za ista hranila (Koeppel in sod., 2008; Stefanic in sod., 2012). Že 
na majhnem območju tal (1 cm3) lahko torej sobiva več ekotipov B. subtilis subsp. subtilis. 
Tla zaradi velike prostorske heterogenosti, neenakomerne razporeditve hranil in 
spremenljivih okoljskih gradientov omogočajo soobstoj kompetitivnih in kooperativnih 
mikroorganizmov (Grundmann, 2004; Stefanic in sod., 2012). 
 
 
Slika 1: Filogenetske skupine (ekotipi) B. subtilis (Stefanic in sod., 2015). 
Na sliki A (levo) je filogenetska rekonstrukcija na podlagi treh »housekeeping« genov (dnaJ, gyrA, rpoB) 39 
sevov B. subtilis izoliranih iz mikro-talnega okolja, na sliki B (desno) pa mreža prepoznavanja med roji sevov 
izolatov na poltrdnem gojišču B. Povezane številčne oznake sevov predstavljajo seve, katerih roji se združujejo. 
Če povezave ni, med roji sevov prihaja do tvorbe linije. Različni ekotipi so označeni z različnimi barvami 
(modro, zeleno in rumeno). 
2.3 SOCIALNO VEDENJE 
Za mnoga vedenja mikroorganizmov (disperzija, paša, formacija biofilma, zaznavanje 
kvoruma, »kemično bojevanje«) sta potrebni komunikacija in kooperacija (West in sod., 
2006). Vedenje je socialno, če ima vpliv na akterja in prejemnika. Vedenja delimo glede na 
vpliv, ki ga imajo na fitnes akterja in prejemnika (vzajemna korist, egoistično oz. 
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Preglednica 1: Delitev vedenja glede na vpliv, ki ga ima vedenje na fitnes akterja in prejemnika. 




Kooperacija ali sodelovanje je vedenje, ki naj bi povečalo fitnes prejemnika in je vzajemno 
koristno ali altruistično. Kooperacija je vzajemno koristna, če se poveča fitnes akterja, da 
odtehta ceno takega vedenja. Posamezniki imajo lahko vzajemno korist (represija 
kompeticije). Težje je z evolucijsko teorijo pojasniti altruistično vedenje, ki zahteva 
energetski vložek, a akterju ne prinese direktne koristi (West in sod., 2006). Altruizem lahko 
pojasnimo s pomočjo posredne koristi, ki jo ima altruist, če pomaga sorodnikom oz. tistim, 
ki imajo enake kooperativne gene – »kin« selekcija oz. sorodstvena selekcija (Hamilton, 
1964a, 1964b; Smith, 1964). Če akter koristi sorodniku (prejemniku), posredno omogoča 
razširjanje lastnih genov. Pri tem velja Hamiltonovo pravilo, ki pravi, da je altruistično 
vedenje ugodno, če je rb-c > 0, pri čemer je r genetska sorodnost, c cena altruističnega 
vedenja za akterja in b korist, ki jo ima prejemnik (Hamilton, 1964a, 1964b). Sorodstvena 
diskriminacija (»kin« razlikovanje) je zmožnost razlikovanja med bolj in manj sorodnimi in 
vodi v diskriminatorno vedenje: akter preferenčno usmeri pomoč k sorodnikom ali škoduje 
nesorodnim (Hamilton, 1964b; West in sod., 2006). 
 
2.3.2 Zaznavanje kvoruma 
Bakterije med seboj komunicirajo s pomočjo signalnih molekul, tako sinhronizirajo 
aktivnosti večjih skupin celic (Waters in Bassler, 2005). Ta proces produkcije, sproščanja, 
zaznavanja in odzivanja na signalne molekule oz. avtoinduktorje, poimenujemo zaznavanje 
kvoruma (QS) (Fuqua in sod., 1994). QS je primer kooperativnega vedenja, kjer signal 
predstavlja skupno dobrino, ki koristi celotni populaciji (Sandoz in sod., 2007; Schuster in 
sod., 2003). Koncentracija signalnih molekul narašča skupaj z naraščajočo celično gostoto. 
Bakterije zaznavajo kopičenje signalnih molekul in se, ob preseženi mejni koncentraciji, 
odzovejo s spremembo ekspresije genov, kar vpliva na fiziologijo in »vedenje« populacije 
(Eberhard, 1972). Po Gramu pozitivne bakterije komunicirajo s pomočjo signalnih molekul, 
modificiranih oligopeptidov, ki ne difundirajo preko membrane, zato so potrebni 
oligopeptidni eksporterji (Kleerebezem in sod., 1997; Waters in Bassler, 2005). Pri izločanju 
signalnih molekul pride še do procesiranja in modifikacije molekul. Za zaznavanje so 
potrebni receptorji, membransko vezane histidin kinaze. Signaliziranje poteka s pomočjo 
fosforilacijske kaskade, ki vpliva na aktivnost transkripcijskega regulatorja, ki se veže na 
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DNA (Kleerebezem in sod., 1997). Pri sistemu za zaznavanja kvoruma bakterije B. subtilis 
dva avtoinducibilna signala nasprotujeta eden drugemu (Magnuson in sod., 1994; Solomon 
in sod., 1995). To omogoča, da celice B. subtilis tvorijo spore ali pride do vključitve genov 
za kompetenco, vendar se procesa medsebojno izključujeta (Solomon in sod., 1995). 
Zaznavanje kvoruma torej vodi v pleiotropni odziv, ki vključuje produkcijo skupnih dobrin, 
kot so surfaktanti, zunajcelični encimi in eksopolimerne snovi, inducira lahko kompetenco 
ali sporulacijo (Dubnau, 1991; Solomon in sod., 1995). 
  
Slika 2: Dva avtoinducibilna signala pri B. subtilis regulirata dva medsebojno izključujoča načina preživetja - 
kompetenca in sporulacija (Waters in Bassler, 2005). 
 
Sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA pri bakteriji B. subtilis je polimorfen  
Lokus QS comQXPA bakterije B. subtilis uravnava izražanje genov za izločanje surfaktina 
(Comella in Grossman, 2005) in posredno tudi izražanje genov (comK in comGA), ki so 
odgovorni za razvoj kompetence za transformacijo (Magnuson in sod., 1994; Weinrauch in 
sod., 1990). QS sistem je zanimiv tudi zato, ker je visoko polimorfen (Ansaldi in Dubnau, 
2004; Tortosa in sod., 2001). Stefanic in sod. (2012) so ugotavljali vir diverzitete ferotipov, 
tako da so ugotovili korelacijo ferotipov (ugotovljeni glede na sekvenco comQXP genov) in 
ekotipov (ugotovljeni na podlagi podobnosti zaporedij »housekeeping« genov dnaJ, gyrA in 
rpoB, uporabe virov ogljika in geografske distribucije). Ugotovljeni ekotipi so se razlikovali 
glede na frekvence ferotipov, pri vsakem ekotipu je prevladoval en ferotip. Vsak ekotip je 
vseboval vsaj en manjšinski ferotip, ki je bil večinski pri ostalih dveh ekotipih. Če si ekotipa 
delita enak ferotip lahko to v določenem habitatu, kjer so koristi obeh ekotipov dobrodošle, 
prinese prednost in omogoča izražanje več adaptivnih lastnosti. Vendar pa slednje še ni bilo 
preverjeno na primeru ferotipov. Hipoteza izhaja iz teorije socialnih interakcij »zelene 
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brade«, kjer organizmi z genom X prepoznavajo nosilce gena X in se do teh vedejo 
nepotistično, čeprav niso genealoški sorodniki (Keller in Ross, 1998; Stefanic in sod., 2012). 
 
2.3.3 Kompeticija 
V okolju je gostota mikroorganizmov zelo visoka, zato ti tekmujejo za omejene količine 
hranil, prostor (Ghoul in Mitri, 2016; Kim in sod., 2014; MacLean in Gudelj, 2006). 
Tekmujejo lahko tudi za DNA, ki omogoča pridobivanje novih lastnosti za povečanje 
zmožnost preživetja in prilagajanja na okolje (Alden in sod., 2001). Vendar končni vpliv 
privzema DNA na fitnes ni poznan, saj obstaja možnost privzema genov, ki celici škodujejo 
(Moradigaravand in Engelstädter, 2013). 
 
Pri kompeticiji pride do znižanja fitnesa »kompetitorja« oz. tekmeca, pri čemer ti tekmujejo 
za iste naravne vire. To izključuje predatorstvo in parazitizem, ki prav tako znižujeta fitnes 
enega izmed akterjev. Tekmeci ali »kompetitorji« so lahko sorodni sevi, ki se razlikujejo le 
v eni mutaciji, ali manj sorodne vrste, ki tekmujejo za enak vir ali prostor. Mikrobi tekmujejo 
posredno z izkoriščanjem omejujočega naravnega vira (pasivna kompeticija) ali neposredno 
z interferenčno kompeticijo, pri kateri pride do aktivnega ali kemičnega boja med celicami 
(Ghoul in Mitri, 2016). Primer interferenčne kompeticije je proizvodnja protimikrobih snovi, 
ki so lahko sevno-specifični bakteriocini ali širokospektralni peptidi in antibiotiki (Chao in 
Levin, 1981; Ghoul in Mitri, 2016; Kinkel in sod., 2014). Pri »pasivni kompeticiji« celice s 
hitro kolonizacijo zasedejo območje, kar prepreči dostop drugim (Lloyd in Allen, 2015), ali 
porabljajo omejene vire, s čimer preprečijo oskrbo celic tekmeca. (Ghoul in Mitri, 2016; 
Pfeiffer in sod., 2001). To počnejo s povečanjem privzema hranil ali z izločanjem molekul 
za privzem hranil (Ghoul in Mitri, 2016; MacLean in Gudelj, 2006; Pfeiffer in sod., 2001). 
Ker je proizvodnja teh molekul »draga«, je eden izmed načinov kompeticije tudi izrabljanje 
tekmečevih ali kooperatorjevih zunajceličnih produktov in zmanjšanje lastne proizvodnje 
molekul za privzem hranil (Diggle in sod., 2007; Ghoul in Mitri, 2016). Strategijo 
imenujemo goljufanje (Diggle in sod., 2007). Kompeticija je favorizirana pod tremi pogoji: 
ko imajo sevi prekrivajoče metabolne niše in izkoriščajo podobne vire (MacLean in Gudelj, 
2006), ko so celice različnih sevov pomešane na območju, kjer si delijo hranila in izločene 
molekule (van Gestel in sod., 2014; Lloyd in Allen, 2015), in ko je celična gostota relativno 
visoka glede na razpoložljive vire, da ti postanejo omejujoči (Ghoul in Mitri, 2016; Mitri in 
sod., 2016).  
 
V splošnem kompeticija za en omejujoči vir ponavadi zmanjša lokalno raznolikost (na skali, 
kjer celice vplivajo na fitnes ena druge) in poveča ekološko stabilnost (Allesina in Levine, 
2011; Coyte in sod., 2015; Ghoul in Mitri, 2016). Do tega lahko pride z izumrtjem manj 
tekmovalnih sevov in dominacijo drugih sevov (Hardin, 1960), sevi lahko sobivajo, a 
zavzamejo različne metabolne niše (Rivett in sod., 2016), ali s prostorskim ločevanjem sevov 
(Lloyd in Allen, 2015). Možni so še drugi, uveljavljeni izidi kompeticije (Ghoul in Mitri, 
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2016). Sevi lahko sobivajo v isti niši, a v izkoriščevalskem odnosu (Estrela in sod., 2016; 
Morris in sod., 2012). Take združbe ostajajo raznolike, vendar je njihova ekološka stabilnost 
vprašljiva (Ghoul in Mitri, 2016). Proizvajalec skupnih dobrin lahko proizvaja bolj 
»zasebne« ali »cenejše« dobrine (Estrela in sod., 2016), tekmeca odstrani s pomočjo 
»interferenčne kompeticije« (Riley in Gordon, 1999), ali izkoriščevalec prične proizvajati 
nekaj v zameno, kar vodi v kooperacijo (Ghoul in Mitri, 2016; Sachs in Hollowell, 2012). 
Sevi lahko tudi ohranijo svoje agresivne fenotipe, jih okrepijo in povečajo njihovo 
raznolikost (Czaran in sod., 2002). Taka »oboroževalna tekma« je bolj evolucijski proces, 
kot rezultat kompeticije, a se lahko v prostorsko strukturiranih populacijah ohranja stabilnem 
ravnovesju, ki je odvisno od okoljskih pogojev in narave kompetitivnih fenotipov (Czaran 
in sod., 2002; Ghoul in Mitri, 2016). Možna je tudi »nevtralizacija« bojevanja s strani drugih 
prisotnih mikroorganizmov, ki na ta način omogočajo ohranjanje raznolikosti (Kelsic in sod., 
2015). 
 
2.4 ROJENJE  
Rojenje je oblika socialnega gibanja po površini s pomočjo peritriho nameščenih bičkov, ki 
ga lahko opazujemo pri mnogih po Gramu pozitivnih in negativnih vrstah bakterij (Fraser in 
Hughes, 1999; Kearns in Losick, 2003).  
 
Tudi divji sevi B. subtilis inokulirani na sredino poltrdega gojišča so sposobni kolonizacije 
velike površine, s pomočjo koordiniranega gibanja oz. rojenja po površini (Ben-Jacob in 
sod., 1994; Julkowska in sod., 2004; Kearns in Losick, 2003). Vzorci rojenja so lahko zelo 
različni (Julkowska in sod., 2004; Mendelson in Salhi, 1996). Odvisni so od koncentracije 
hranil, koncentracije agarja v gojišču in drugih fizikalnih dejavnikov (Julkowska in sod., 
2004, Mendelson in Salhi, 1996), ter od zaznavanja kvoruma in kemotaktičnega 
signaliziranja (Kearns in Losick, 2003). Do diferenciacije v celice sposobne rojenja pride 
zaradi signalov iz okolja (Kearns in Losick, 2003).  
 
Pri rojenju ima pomembno vlogo tudi surfaktant (Kearns in Losick, 2003), sinteza katerega 
je pod kontrolo sistema za zaznavanje kvoruma (Nakano in sod., 1988; Solomon in sod., 
1995). B. subtilis proizvaja surfaktin, ki je lipopeptidni surfaktant (Cosmina in sod., 1993; 
Kearns in Losick, 2003), s protimikrobnim učinkom (Bernheimer in Avigad, 1970). 
Surfaktanti so pomembni tudi pri ekstrakcija vode iz agarja in zmanjšanju površinske 
napetosti (Rosenberg in Ron, 1999), s čimer omogočajo rojenje (Kearns in Losick, 2003; 
Lindum in sod., 1998). Rojenje pri bakteriji B. subtilis je najbolj optimalno pri 0,7 % 
koncentraciji agarja (Julkowska in sod., 2004; Kearns in Losick, 2003). Pri koncentraciji 
agarja manj kot 0,5 % celice lahko plavajo skozi pore, pri ploščah z višjo koncentracijo so 
pore premajhne in plavanje ni mogoče (Kearns in Losick, 2003).  
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Za kolonizacijo novega področja s pomočjo rojenja je torej potrebno gibanje po površini 
agarja (Kearns in Losick, 2003). Roječe celice se, za razliko od plavajočih celic, gibajo v 
večceličnih skupinah (raftih), pri čemer so v tesnem stiku ena z drugo (Kearns in Losick, 
2003). Na robu rafta so manj gibljive celice, ki jih naprej porivajo močno gibljive celice v 
ozadju (Kearns in Losick, 2003). Celice, ki niso znotraj rafta se ne gibljejo, vendar njihovo 
gibanje lahko omogoči mimoidoči raft (Kearns in Losick, 2003). Roječe celice imajo dobro 
ločena in strnjena jedra, so širše, kot plavajoče celice in imajo posledično približno 3-krat 
večji volumen (Kearns in Losick, 2003). Razlika je tudi v običkanosti, saj so roječe celice 
močno običkane (Kearns in Losick, 2003). 
 
Med rojenjem so sevi B. subtilis zmožni tudi sorodstvene diskriminacije in razlikovanja med 
»kin« in »nonkin« sevi (Stefanic in sod., 2015). 
 
 
Slika 3: Vzorci rojenja B. subtilis seva 3610 po površini 0,7 % agarskega gojišča B (Julkowska in sod., 2004). 
 
2.5 SORODSTVENA oz. »KIN« DISKRIMINACIJA 
 Sorodstvena diskriminacija oz. razlikovanje je različno obravnavanje nesorodnih 
predstavnikov v primerjavi s sorodnimi predstavniki iste vrste. Tako lahko posamezniki 
pomagajo sorodnim, škodujejo ali ignorirajo nesorodne osebke ali skupine (Hamilton, 
1964a, 1964b; West in sod., 2006).  
 
Mikroorganizmi imajo več načinov s katerimi lahko različno vplivajo na preostale, bolj oz. 
manj sorodne mikroorganizme. Lahko je to le preprosta bližina, a poznane so tudi bolj 
kompleksne oblike »kin« diskriminacije (Strassmann in sod., 2011). Ena izmed 
kompleksnejših oblik »kin« diskriminacije je preprečevanje kontakta (Strassmann in sod., 
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2011), ki je lahko nespecifično (James in sod., 2009) ali specifično (Budding in sod., 2009; 
Diens, 1946). Pri specifičnem preprečevanju kontakta je mešanje z različnimi sevi 
preprečeno, a mešanje z identičnim sevom je možno (Budding in sod., 2009; Strassmann in 
sod., 2011). Za to so potrebni specifični markerji, ki omogočajo ločevanje sevov (Budding 
in sod., 2009). Primer je po Gramu negativna bakterija Proteus mirabilis, katerih kolonije 
različnih sevov se ne zlijejo, ampak tvorijo vidne linije, imenovane Dienesove linije 
(Budding in sod., 2009; Diens, 1946). Taka segregacija pri rojenju morda preprečuje 
goljufom, da bi izkoriščali skupne dobrine (Strassmann in sod., 2011). 
 
 
Slika 4: Slika stika in linije med roji sevov B. subtilis  (Stefanic in sod., 2015). 
S črnimi puščicami je označena linija med roji »nonkin« sevov, z belimi puščicami pa stik med roji »kin« 
sevov. 
 
Kot že navedeno so B. subtilis sevi med rojenjem zmožni sorodstvene diskriminacije, in 
posledično lahko razlikujejo med »kin« in »nonkin« sevi, pri čemer med roji »nonkin« sevov 
nastajajo mejne linije (Budding in sod., 2009; Stefanic in sod., 2015). Pogostost pojava 
mejnih linij je večja pri skupinah rojev z nižjo filogenetsko sorodnostjo. Sevi, ki se na mejnih 
linijah združijo, so ponavadi zelo visoko sorodni (>99,4 % podobnost na nivoju 
gospodinjskih genov). Roji istega seva se vedno združijo na točki srečanja (Stefanic in sod., 
2015).  
 
Fenotipi mejnih linij so lahko zelo raznoliki in izrazitost mejne linije se povečuje z upadom 
sorodnosti (Lyons in sod., 2016; Stefanic in sod., 2015). V obeh primerih ne pride do 
mešanja »nonkin« rojev (Stefanic in sod., 2015). Med roji enakega ekotipa ponavadi pride 
do združevanja, vendar se sevi znotraj ekotipa lahko prepoznajo kot nesorodni in zato znotraj 
ekotipa lahko najdemo tudi več različnih sorodstvenih skupin, ki med seboj tvorijo linije 
(Stefanic in sod., 2012, 2015).  
 
Celice lahko ločujejo med stopnjami sorodnosti na molekularnem nivoju (Budding in sod., 
2009; Lyons in sod., 2016). Najpogostejši mehanizem temelji na raznolikih zunajceličnih 
receptorjih, ki produktivno interagirajo le s sorodnim proteinom z identično sekvenco na 
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površini sosednje celice (Pathak in sod., 2013), drugi mehanizmi pa na medmikrobnih 
vojnah (Alteri in sod., 2013). Primer slednjega je sistem izločanja tipa VI, s katerim lahko 
bakterije v antagonistični sev vnesejo letalni efektorski protein. V tem primeru razlikovanje 
(diskriminacija) »non-kin« temelji na odpornosti na efektorske molekule. Bakterijske celice 
roja nimajo ustrezne imunosti na te molekule, zato so občutljive za napad s strani »non-kin« 
(Alteri in sod., 2013). »Nonkin« sevi B. subtilis se razlikujejo v proteinih CDI (angl. contact-
dependent inhibition proteins) (WapAI sistem). Ta vključuje površinske polimorfne 
komponente (WapA), ki služijo prepoznavanju med celicami in toksine (WapI), ki zavirajo 
rast sosednjih celic, (Aoki in sod., 2005; Koskiniemi in sod., 2013). Poleg teh izločajo sevi 
B. subtilis še vrsto protimikrobnih učinkovin (bakteriocinov in antibitotikov, ki so pogosto 
zapisani znotraj mobilnih elementov, kot so fagi. Za identifikacijo »kin« skupin tako B. 
subtilis verjetno uporablja različne gene - lokuse (angl. »kin« discrimination loci (KDL)). Ti 
v večini nosijo zapise za molekule, ki jih uvrščamo v kategorijo protimikrobnega napada in 
obrambe, a tudi take, ki nosijo zapis za zunajcelične proteine, sintezo celične stene in 
različne regulatorje stresnega odziva (Lyons in sod., 2016). Vsak sev, ki so ga Lyons in sod. 
(2016) preverjali ima različen profil ekspresije KDL, če sreča »kin« roj ali »nonkin« roj. 
Kombinatorni sistem verjetno omogoča, da ne prihaja do napačne identifikacije sorodnikov, 
pri čemer horizontalni genski prenos KDL lahko predstavlja vir novih KDL. KDL je s tem 
osnova za dinamičnost, a je tudi izjemno natančen sistem za sorodstveno razlikovanje med 
sevi (Lyons in sod., 2016). 
 
2.6 SPROŠČANJE DNA IN KOMPETENCA ZA TRANSFORMACIJO 
2.6.1 Sproščanje DNA 
 Sproščanje DNA iz celic je bilo opisano pri mnogih mikroorganizmih (Lorenz in sod., 1991; 
Nielsen in sod., 2007). Načini izločanja zunajcelične DNA (eDNA) se med mikroorganizmi 
razlikujejo, in prav tako so lahko različne njene funkcije (Hamilton in sod., 2005; Nielsen in 
sod., 2007; Zafra in sod., 2012). eDNA ima lahko pomembno vlogo v zgodnji fazi razvoja 
biofilma (Whitchurch in sod., 2002), kot nutrient v oligotrofnih okoljih (Finkel in Kolter, 
2001) in kot vir novih genov v populaciji (Koomey, 1998).  
 
B. subtilis je naravno kompetentna bakterija, ki sprošča DNA v gojišče (Lorenz in sod., 
1991; Zafra in sod., 2012). Sproščanje eDNA naj bi bilo pri bakteriji B. subtilis socialno 
vedenje, saj je največkrat izzvano s signali za zaznavanje kvoruma v subpopulaciji celic, 
prav tako pa je povezano z razvojem kompetence za transformacijo. Ugotavljali so 
koncentracijo eDNA pri divjem tipu B. subtilis 3610, ki je zmožen socialnega vedenja, kot 
je npr. tvorba večceličnih struktur in rojenje, pri čemer je najvišja izmerjena koncentracija 
eDNA v supernatantu je v pozni eksponentni fazi, ko je rast že upočasnjena oz. ustavljena, 
variirala med 2,4 µg/ml in 6,0 µg/ml. Zasledili so hitro znižanje koncentracije DNA, 
nepovezano s prisotnostjo DNaze v supernatantu, vendar ni možno izključiti delovanja 
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DNaz, vezanih na površino celic. Za povečano koncentracijo eDNA v pozni eksponentni 
fazi ni odgovorna povečana liza celic, ampak transportni mehanizem specifičen za eDNA. 
Velikost fragmentov eDNA je znašala od 400 bp do 10 kbp, eDNA je bila skladna s 
kromosomsko DNA, regije niso bile različno zastopane in DNA je bila večinoma 
dvoverižna. Za proizvodnjo eDNA so pomembni geni, povezani s kompetenco, zaznavanjem 
kvoruma in metabolizmom DNA (Zafra in sod., 2012). 
 
2.6.2 Kompetenca za transformacijo 
Naravna transformacija je proces, pri katerem recipientska celica sprejme v okolju prisotno 
DNA (eDNA) (Lorenz in sod., 1991). Privzemu eDNA sledi homologna rekombinacija med 
identičnimi ali podobnimi sekvencami privzete DNA in kromosomom, ter posledično 
vključitev privzete DNA v genom. Transformacijo usmerja le celica, ki sprejemna DNA 
(Johnston in sod., 2014). Vsi za kompetenco potrebni proteini (Com) so kodirani v 
osnovnem (angl. core) genomu. Te proteine kodirajo geni (com), ki se simultano izražajo ob 
nastopu kompetence, in so povezani v com regulone (Johnston in sod., 2014). Večina 
naravno kompetentnih bakterij izraža com gene le v določenih pogojih, zato je transformacija 
možna le v določenem časovnem oknu, ko je bakterija sposobna privzema DNA oz. je 
kompetentna (Albano in sod., 1987; Dubnau, 1991). Pri B. subtilis je kompetenca omejena 
na krajše obdobje (2-3 ure) znotraj stacionarne faze rasti (Albano in sod., 1987). Naravna 
kompetenca je razširjena med bakterijami in je prisotna pri po Gramu pozitivnih in 
negativnih bakterijah (Johnston in sod., 2014).  
 
Slika 5: Model transporta DNA v celico pri B. subtilis (Maier in sod., 2004). 
 
Naravno kompetentne bakterije, z izjemo Helicobacter pylori (Hofreuter in sod., 2001), 
imajo enake mehanizme privzema in procesiranja proste DNA s pomočjo ohranjenih 
proteinov (Johnston in sod., 2014). Pri transformaciji B. subtilis se ob privzemu eksogene 
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dvoverižne DNA (dsDNA) ta najprej veže na receptor ComEA (Provvedi in Dubnau, 1999). 
ComEC omogoča vstop DNA v notranjost celice (Draskovic in Dubnau, 2005), kjer pride 
do povezave s helikazi podobnim proteinom, ki je kodiran v operonu comF (Hamoen in sod., 
2003a; Londono-Vallejo in Dubnau, 1994).  
 
Za privzem DNA je pomembna tudi ComGA, na membrano vezana ATPaza, ki ima 
pomembno vlogo pri inhibiciji delitve celice, vezavi DNA na celico in sestavljanju 
psevdopilusa, pomembnega pri transportu DNA (Briley in sod., 2011). K vstopu proste DNA 
in vezavi dsDNA na ComEC naj bi pripomogel prav kompetenčni psevdopilus, katerega 
proteini so podobni proteinom sekrecijskega pila tipa IV (T4P) (Chen in sod., 2006; Mann 
in sod., 2013). Pri po Gramu pozitivnih bakterijah je kompetenčni psevdopil kodiran v 
operonu comG in ComGC je glavni pilin (Chen in Dubnau, 2004; Johnston in sod., 2014; 
Mann in sod., 2013). Pri B. subtilis je izraščanje pilusa nad površino celice omejeno (Chen 
in sod., 2006), pri Streptococcus pneumoniae pa so odkrili 2-3 µm dolg transformacijski 
pilus (Tfp) (Laurenceau in sod., 2013), vendar sodelovanje tega pilusa pri transportu DNA 
še ni eksperimentalno dokazano (Johnston in sod., 2014; Laurenceau in sod., 2013).  
 
Na ssDNA se znotraj celice verjetno veže Smf protein (DprA pri S. pneumoniae), ki na DNA 
veže rekombinazo RecA (Johnston in sod., 2014; Ogura in sod., 2002; Mortier-Barrière in 
sod., 2007). RecA polimerizira in spodbudi iskanje homologije v kromosomu gostitelja 
(Haijema in sod., 1996; Hamoen in sod., 2003a). Homologna rekombinaza RecA za vezavo 
na ssDNA in za pomoč pri rekombinaciji potrebuje še kofaktorje RMP (angl. recombination 
mediator proteins) (Yadav in sod., 2012). Ko je najdena homologna sekvenca, sledi 
homologna rekombinacija, pri kateri pride do parjenja ssDNA s homologno verigo 
kromosomske DNA (nastane heterodupleks kromosomske DNA in komplementarne verige 
privzete DNA). Dupleksi so lahko popolnoma homologni, ali vsebujejo heterologne dele, ki 
ostanejo v enoverižni obliki, in jih obdajajo homologne regije (Johnston in sod., 2014; 
Radding, 1982). 
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Slika 6: Regulacijske poti vpletene v razvoj kompetence za transformacijo pri B. subtilis (Hamoen in sod., 
2003a). 
 
Ekspresija genov za vezavo DNA, privzem DNA in rekombinacijo je pod kontrolo 
transkripcijskega faktorja ComK, katerega izražanje je strogo regulirano. Izražanje genov 
regulona com neposredno regulirajo transkripcijski aktivatorji (Hamoen in sod., 2003a; Van 
Sinderen in Venema, 1994). Transkripcijski aktivator ComK se v stacionarni fazi veže na 
lastni promotor in povzroči cikel avtostimulacije, pomemben za razvoj kompetence (van 
Sinderen in sod., 1990; Van Sinderen in Venema, 1994). ComK je odgovoren za ekspresijo 
mnogih genov, vključno z vsemi za transformacijo pomembnimi geni (Ogura in sod., 2002). 
Zaradi naključnih nihanj koncentracij ComK v celicah, je kompetentnih le 10-20 % 
populacije (Maamar in Dubnau, 2005). Ekspresijo ComK regulira več proteinov (Johnston 
in sod., 2014). Transkripcijo neposredno aktivirata sam ComK in odzivni regulator DegU 
(Hamoen in sod., 2000; Van Sinderen in Venema, 1994). Transkripcijo gena comK zavirajo 
AbrB (Hamoen in sod., 2003b), CodY (Slack in sod., 1995) in Rok (Hoa in sod., 2002). 
AbrB je regulatorni protein, ki ima pomembno vlogo pri uravnavanju prehoda v stacionarno 
fazo rasti (Strauch in sod., 1989), njegovo transkripcijo zavira aktiviran transkripcijski faktor 
Spo0A (Hahn in sod., 1995; Strauch in sod., 1989). CodY je transkripcijski represor, ki 
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zaznava koncentracijo znotrajceličnega GTP, ki sporoča prehranski status populacije/celice 
(Serror in Sonenshein, 1996). Rok je negativni regulator comK (angl. repressor of comK) 
(Hoa in sod., 2002). Na post-translacijskem nivoju stabilnost ComK uravnavajo ComS, 
ClpCP in MecA (Hahn in sod., 1996; Turgay in sod., 1997). Po oblikovanju kompleksa 
MecA, ComK in ClpC, MecA usmeri ComK k proteazi ClpP, da pride do razgradnje (Turgay 
in sod., 1997, 1998). Vendar lahko ComS odstranjuje ComK iz tega trikomponentnega 
kompleksa, s čimer prepreči razgradnjo (Hahn in sod., 1996). ComS je produkt majhnega 
ORF (odprt bralni okvir, angl. open reading frame) v operonu sfrA (D’Souza in sod., 1994), 
njegova ekspresija pa je odvisna od kompleksnega regulatornega sistema (Nakano in sod., 
1991). Sistem vključuje odzivni regulator ComA (Roggiani in Dubnau, 1993), 
transkripcijski aktivator PerR (angl. peroxide-responsive repressor), ki se odziva na peroksid 
(Hayashi in sod., 2005) ter represor CodY, ki prepreči transkripcijo operona srfA in s tem 
comS ob prebitku aminokislin v gojišču (Serror in Sonenshein, 1996).  
 
Ekspresija regulona com sproži vstop v tako imenovano K-stanje (stanje kompetence). K-
stanje bakterije B.subtilis opiše globalno prilagoditev na stres, ki ne vključuje sporulacije. 
Celici omogoča, da popravi poškodbe DNA, s pomočjo transformacije pridobi nove gene, ki 
povečajo fitnes, npr. preko sposobnosti uporabe novih substratov in zmožnosti (Berka in 
sod., 2002). Vendar se kompetenca pri B. subtilis verjetno ni razvila kot zamenjava za SOS 
odziv, saj B. subtilis ohranja funkcionalen sistem SOS (Johnston in sod., 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Reagenti in komponente gojišč 
- (NH4)2SO4 (Merck KGaA, Nemčija) 
- Agar agar (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Ca(NO3)2 x 4H2O (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- CaCl2 x 2H2O (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- D-glukoza (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- D-ksiloza (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- DNaza (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- D-riboza (Fluka, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- EDTA x 2H2O (dinatrijeva sol etilendiamintetraocetna kislina dihidrat) (Sigma Life 
Science, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Etanol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Fenol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- FeSO4 x 7H2O (Merck KGaA, Nemčija) 
- Histidin (Fluka Biochemika, ZDA) 
- Izoamilalkohol (Fluka, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- K2HPO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Kazeinski hidrolizat (Biolife Italiana S.r.l., Italija) 
- KCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- KH2PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Kloroform (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Kvasni ekstrakt (Biolife Italiana S.r.l., Italija) 
- Agar LB (Lennox) (Fisher BioReagents™, ZDA) 
- Gojišče LB (Lennox) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Levcin (Merck KGaA, Nemčija) 
- Lizin (Aldricht Chemistry, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Lizocim (Fluka, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Metionin (Merck KGaA, Nemčija) 
- MgCl2 x 6H2O (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- MgSO4 x 7H2O (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- MnCl2  (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- MnSO4 x 4H2O (Riedel-de Haën, Nemčija) 
- Na-citrat dihidrat (Na3C6H5O7 x 2H2O) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- NaCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Na-glutaminska kislina (C5H8NO4Na) (Aldrich Chemistry, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Hranilna juha (angl. nutrient broth) (Biolife Italiana S.r.l., Italija) 
17 
Belcijan K. Vpliv filogenetske sorodnosti na horizontalni genski transfer med roji sevov B. subtilis.   
    Mag. delo (Du2). Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij mikrobiologije, 2017 
 
- Proteinaza K (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- RNaza A (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- SDS (Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Sredstvo proti bledenju Slow Fade (Invitrogen, ZDA) 
- Triptofan (Carl Roth GmBh + Co. KG, Nemčija) 
- Tris-HCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 
3.1.2 Aparature in material 
- Avtoklav A-21 (Kambič, Slovenija) 
- Centrifuga Sigma 3K30 (DJB Labcare, Velika Britanija) 
- Fotometer za merjenje optične gostote MA 9510 (Metrel d.d., Slovenija) 
- Digestorij W90 (WALDNER Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG, Nemčija) 
- Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH (Tehtnica, Slovenija) 
- pH meter Inolab (Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co. KG, WTW, 
Nemčija) 
- Stresalnik (DOMEL, d.o.o., Slovenija) 
- Mikroskop (Zeiss Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Nemčija) in filtra YFP in CFP (Carl 
Zeiss, Nemčija) 
- Diagnostična objektna stekelca (Thermo Scientific, ZDA) 
- Objektna steklca (VWR International GmbH, ZDA) 
- Komplet za ugotavljanje koncentracije DNA QuantiFluor® dsDNA System 
(Promega Corporation, ZDA) 
- Komplet za izolacijo in čiščenje DNA fragmentov v agaroznih gelih, PureLink® 
Quick Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, ZDA) 
- Mikročitalec Cytation 3 imaging reader (BioTek Instruments, Inc., ZDA) 
- Mikrotitrske plošče (Greiner Bio-One GmbH, Avstrija) 
- Petrijevke (Labortehnika Golias, Slovenija) 
- Pipetni nastavki (Sarstedt AG & Co, Nemčija) 
- Brizge (Chirana, Slovaška) 
- Plastične eze (Labortehnika Golias, Slovenija) 
- Pipete (BRAND GMBH + CO KG, Nemčija) 
- Laminarij Laminar Flow Cabinet (ESCO Corporation, ZDA) 
- Kopel (JULABO GmbH, Nemčija) 
- Tehtnica (DOMEL, d.o.o., Slovenija) 
- NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, ZDA) 
- Centrifugirke (ISOLAB Laborgeräte GmbH, Nemčija) 
- Termoblok (Cole-Parmer, Velika Britanija) 
- Filtri Millipore (Merck, KGaA, Nemčija) 
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TES pufer 
- 10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 
- 1 mM EDTA 
- 0,1 M NaCl 
 




Pripravili smo tekoče gojišče LB (10 g/l tripton, 5 g/l kvasni ekstrakt in 5 g/l NaCl), tako da 
smo v 1 l destilirane vode raztopili 20 g gojišča LB v prahu (Lennox). Pripravljeno gojišče 
smo avtoklavirali pri 121 °C.  
 
1.1.1.2 Agarsko gojišče LB 
Pripravili smo gojišče LB z agarjem (20 g/l agar, 10 g/l tripton, 5 g/l kvasni ekstrakt, 5 g/l 
NaCl), tako da smo v 1 l destilirane vode raztopili 35 g gojišča LB z agarjem (Lennox) v 
prahu in dodali 5 g agar agarja do končne koncentracije 2 %. Mešanico smo dobro premešali 
na mešalu. Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali pri 121 °C, ohladili v kopeli pri 55 °C, 
nato v ohlajeno gojišče dodali ustrezni antibiotik. Gojišče smo razlili v petrijevke in pustili 




Preglednica 2: Uporabljeni antibiotiki in njihove koncentracije. 
Antibiotik Podatki o proizvajalcu Založna 
koncentracija 
Končna koncentracija v 
gojišču 
Spektinomicin (Sp) Sigma-Aldrich, ZDA 50 mg/ml 100 µg/ml 
 
Kloramfenikol (Cm) Krka, Slovenija 10 mg/ml 5 µg/ml 
Kanamicin (Kn) Sigma-Aldrich, ZDA 50 mg/ml 25 µg/ml 
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1.1.1.1 Medij B 
Gojišče B smo pripravili tako, da smo v 1 l destilirane vode po navedenem zaporedju dodajali 
navedene sestavine:  
- 7,880 g Tris-HCl 
- 1,982 g (NH4)2SO4 
- 1,972 g MgSO4 x 7H2O 
- 2,013 g KCl 
- 2,059 g Na-citrat dihidrata 
 
Nato smo z dodajanjem NaOH umerili pH na 7,5. Nato smo dodali še: 
- 10 ml 200 mM CaCl2 x 2H2O 
- 0,1 ml 10 mM FeSO4 x 7H2O 
- 0,1 ml 100 mM MnSO4 x 4H2O 
- 0,842 g Na-glutaminske kisline 
- 0,1593 g triptofana 
- 0,1257 g lizina 
- 1 ml 600 mM KH2PO4 
 
Dodali smo še 0,2 g glukoze in 0,7 g agarja za poltrdo gojišče v petrijevkah. 
 
Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali pri 110 °C 36 minut in ohladili v vodni kopeli pri 
55 °C. Založne raztopine in gojišče brez glukoze in agarja smo predhodno avtoklavirali pri 
121 °C. V petrijevke smo odpipetirali po 15 ml pripravljenega gojišča in inkubirali v 
laminariju preko noči, da so se plošče posušile. 
 
1.1.1.2 Gojišče za sporulacijo 
Gojišče za sporulacijo smo uporabili za pripravo spor. 
V 100 ml destilirane vode smo dodali 1,6 g hranilne juhe (angl. nutrient broth) in 0,2 g KCl. 
Pripravljeno gojišče smo avtoklavirli pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali 
sterilne založne raztopine (predhodno avtoklavirane pri 110 °C): 
- 100 µl 1M MnSO4 x 4H2O 
- 100 µl 1M Ca(NO3)2 x 4H2O 
- 100 µl 1mM FeSO4 x 7H2O 
- 10 µl 0,1 M MnCl2 
- 285 µl 1M D-glukoze 
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1.1.1.3 Gojišče CM 
Za pripravo rekombinantnih sevov smo uporabljali gojišče CM. 
Najprej smo pripravili 1 x SS brez magnezija (Mg), tako da smo v 1 l destilirane vode 
raztopili: 
- 6 g KH2PO4 
- 14 g K2HPO4 
- g (NH4)2SO4 
- 1 g Na-citrat dihidrata 
 
Z dodajanjem NaOH smo pH umerili na pH 7. Avtoklavirali smo pri 121 °C. V 500 ml 
sterilnega 1 x SS smo dodali sterilne založne raztopine: 
- 5 ml 50 % D-glukoze, 
- 5 ml 10 % kvasnega ekstrakta, 
- 5 ml 2 % kazeinskega hidrolizata, 
- 2,5 ml metionina (10 mg/ml), 
- 2,5 ml levcina (10 mg/ml), 
- 2,5 ml histidina (10 mg/ml), 
- 1,25 ml 1 M MgCl2. 
 
3.1.4 Bakterijski sevi 
Pri poskusih smo uporabljali rekombinantne seve, pripravljene iz naravnih izolatov B. 
subtilis subsp. subtilis, ki so bili pridobljeni iz dveh vzorcev 1 cm3 prsti peščenega obrežja 
reke Save (Stefanic in Mandic-Mulec, 2009): 
 
Preglednica 3: Uporabljeni naravni izolati. 
Sev Vir 
PS-216 w.t.  Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-196 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-13 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-218 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-209 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-18 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
PS-68 w.t. Stefanic in Mandic-Mulec, 2009 
 
Uporabili smo tudi rekombinantne seve B. subtilis, pri čemer smo nekatere rekombinantne 
seve iz divjih tipov pripravili v okviru tega magisterija (poglavje 3.2 Metode, podpoglavje 
3.2.2 Priprava bakterijskih sevov). Za pripravo rekombinantnih sevov (Preglednica 4) s 
pomočjo transformacije (poglavje 3.2 Metode, podpoglavje 3.2.2 Priprava kompetentnih 
celic in rekombinantnih bakterijskih sevov) smo uporabili plazmid pmk8 amyE::P43-cfp 
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(Sp) (Štefanič, 2017), plazmid pSac-Cm sacA::P43-yfp (Cm) (Štefanič, 2017), 
kromosomsko DNA seva B. subtilis BD2121 his leu met comK::kan (Maamar in Dubnau, 
2005) in ostalih kot je navedeno v preglednici 4, ter jih transformirali v kompetentne celice 
recepientskih sevov (Preglednica 3) s slekecijo za antibiotično odpornost (CmR, SpR ali 
KnR). 
 
Preglednica 4: Uporabljeni rekombinantni sevi. 
Sev Vir 
PS-216 amyE::P43-cfp (Sp) Štefanič, 2017 
PS-216 sacA::P43-yfp (Cm) Štefanič, 2017 
PS- 196 amyE::P43-cfp (Sp) Štefanič, 2017 
PS- 196 sacA::P43-yfp (Cm) Štefanič, 2017 
PS- 13 amyE::P43-cfp (Sp) Štefanič, 2017 
PS- 13 sacA::P43-yfp (Cm) Štefanič, 2017 
PS- 218 amyE::P43-cfp (Sp) Štefanič, 2017 
PS- 218 sacA::P43-yfp (Cm) To delo* 
PS-209 amyE::P43-cfp (Sp) Štefanič, 2017 
PS-209 sacA::P43-yfp (Cm) To delo* 
PS-18 amyE::P43-cfp (Sp) To delo* 
PS-18 sacA::P43-yfp (Cm) To delo* 
PS-68 amyE::P43-cfp (Sp) To delo* 
PS-68 sacA::P43-yfp (Cm) To delo* 
PS-216 amyE::P43-cfp (Sp) PcomGA-yfp (Cm) To delo** 
PS- 216 amyE::P43-cfp (Sp) ΔcomK (Kn) To delo*** 
PS- 216 sacA::P43-yfp (Cm) ΔcomK (Kn) To delo*** 
PS- 13 amyE::P43-cfp (Sp) ΔcomK (Kn) To delo*** 
PS- 13 sacA::P43-yfp (Cm) ΔcomK (Kn) To delo*** 
* Za pripravo smo uporabili izolirano kromosomsko DNA sevov PS-216 amyE::P43-cfp (Sp) (Štefanič, 2017), 
PS-216 sacA::P43-yfp (Cm) (Štefanič, 2017). 
**Za pripravo smo uporabili sev PS-216 PcomGA-yfp (Cm) (Preglednica 5). 
*** Za pripravo smo uporabili kromosomsko DNA seva B. subtilis BD2121 his leu met comK::kan (Maamar 
in Dubnau, 2005). 
 
Zaradi boljše preglednosti bomo seve z označbo amyE::P43-cfp (Sp) v nadaljevanju 
označevali le s pripadajočo antibiotično odpornostjo (Sp) in seve z označbo sacA::P43-yfp 
(Cm) le s (Cm). Sev PS-216 amyE::P43-cfp (Sp) PcomGA-yfp (Cm) bomo v nadaljevanju 
označevali PS-216 comGA. 
 
Preglednica 5: Drugi uporabljeni sevi. 
Sev Vir 
PS-216 ΔQXP (Kn) Štefanič, 2017 
PS-196 Δeps (Tet) Štefanič, 2017 
PS-216 PcomGA-yfp (Cm) Štefanič, 2017 * 
* Sev PS-216 PcomGA-yfp (Cm) predhodno pripravljen s pomočjo transformacije s plazmidom seva 11A79 
zbirke BGSC (Bacillus Genetic Stock Center) (Štefanič, 2017). 
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3.2 METODE 
3.2.1 Izolacija kromosomske DNA 
Seve B. subtilis smo nacepili v tekoče gojišče LB in jih inkubirali na stresalniku 
(200 obr./min) preko noči pri 37 °C, da se je kultura pomnožila. Prekonočno kulturo smo 
precepili (1 %) v sveže gojišče LB, ki smo mu dodali glukozo (do končne koncentracije 
1 %), kar prepreči sporulacijo bakterij. Kulturo smo gojili s stresanjem (200 obr./min) pri 
37 °C do pozne eksponentne faze rasti (približno 5 ur). 1,5 ml kulture smo nato prenesli v 
mikrocentrifugirko, in centrifugirali 5 min pri 16000 g. Nato smo odstranili supernatant in 
dodali še 1,5 ml kulture, da je skupen volumen kulture za izolacijo DNA znašal 3 ml. Kulturo 
smo ponovno centrifugirali 5 min pri 16000 g in supernatant odstranili s pipeto. Celice smo 
resuspendirali v 300 µl TES pufra (1/10 volumna kulture za izolacijo DNA). Dodali smo še 
6 µl lizocima (do končne koncentracije 1 mg/ml) in 1 µl RNaze A (do končne koncentracije 
60 µg/ml). Mešanico smo inkubirali 30 min pri 37 °C, nato dodali 33 µl SDS (do končne 
koncentracije 1 %) in 2 µl proteinaze K (do končne koncentracije 120µg/ml). Inkubirali smo 
preko noči pri 50 °C. Naslednji dan smo v digestoriju dodali 200 µl fenola, suspenzijo rahlo 
pretresli in centrifugirali 10 min pri 16000 g. Zgornjo, vodno fazo, ki vsebuje kromosomsko 
DNA smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 200 µl mešanice kloroform-izoamil 
alkohola (kloroform : izoamil alkohol v razmerju 24 : 1). Centrifugirali smo 10 min pri 16000 
g, nato znova prenesli zgornjo fazo v novo mikrocentrifugirko in dodali 2,5 x volumen 
hladnega 99,5 % etanola (-20 °C). Mikrocentrifugirko smo rahlo obračali, pri čemer se je 
oborila DNA. Centrifugirali smo 30 s pri 16000 g in nato odstranili supernatant. Dodali smo 
še 500 µl hladnega 70,0 % etanola in večkrat rahlo obrnili mikrocentrifugirko. Centrifugirali 
smo 30 s pri 16000 g, odstranili supernatant, nato ponovno centrifugirali 30 s pri 16000 g, 
da smo odstranili še preostanek etanola in ob ognju posušili pelet DNA. Nazadnje smo DNA 
raztopili v 100 µl MQ in jo do uporabe shranili pri 4 °C. 
 
3.2.2 Priprava kompetetnih celic in rekombinantnih bakterijskih sevov 
V 5 ml gojišča CM smo nacepili kolonijo izbranega seva B. subtilis in inkubirali preko noči 
na stresalniku (200 obr./min) pri 37 °C, da se je kultura namnožila. Naslednji dan smo 
kulturo 100 x redčili s svežim gojiščem CM (v 10 ml gojišča smo dodali 100 µl prekonočne 
kulture) in inkubirali v erlenmajericah s stranskim vratom, v vodni kopeli pri 37 °C, 200 
vrt./min. Po dveh urah smo prvič izmerili optično gostoto (OD) pri 650 nm, nato smo merili 
vsakih 30 min. V času T2 (2h po prehodu v stacionarno fazo), ko je kompetenca najvišja, 
smo po 0,5 ml kulture prenesli v 2 sterilni epruveti. V eno smo dodali 2–5 µl DNA, druga je 
služila kot kontrola. Nato smo kulturo inkubirali 30 min pri 37 °C, s stresanjem pri 200 
vrt./min, pri čemer so celice lahko sprejele DNA. Po inkubaciji smo dodali 0,5 ml svežega 
LB, ki je bil predhodno termostatiran na 37 °C. Nato smo kulturo inkubirali še 1 h pri 37 °C, 
s stresanjem pri 200 vrt./min.  
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Transformacijsko in kontrolno mešanico smo nato nacepili na gojišča. 10 µl in 100 µl 
transformacijske mešanice smo nacepili na LB z dodanim ustreznim antibiotikom 
(koncentracije uporabljenih antibiotikov so navedene v preglednici 2). Ugotavljali smo 
celokupno število celic, tako da smo pripravili redčitveno vrsto iz 100 µl transformacijske 
mešanice in nacepili redčitve 10-7, 10-6 in 10-5 na LB brez dodanega antibiotika. Preostali 
volumen (790 µl) smo centrifugirali 5 min pri 8000 g, odstranili supernatant, da je v 
mikrocentrifugirki ostalo le približno 100 µl. Celice smo ponovno resuspendirali v ostanku 
gojišca, nato nacepili na LB z dodanim antibiotikom. Vse plošče smo inkubirali preko noči 
pri 37 °C. Naslednji dan smo večje kolonije transformant precepili na sveže gojišče LB z 
dodanim antibiotikom. Pasaže smo večkrat ponovili, da smo pridobili čiste kulture 
rekombinantnih sevov. 
 
3.2.3 Shranjevanje sevov 
Pripravljene rekombinantne seve smo v dveh ponovitvah precepili v tekoče gojišče LB in 
inkubirali preko noči s stresanjem (200 obr./min) pri 37 °C. Naslednji dan smo seve shranili 
v glicerolu s končno koncentracijo 10–12 % pri -80 °C. 
 
3.2.4 Priprava spor 
Na gojišče LB (z dodanim ustreznim antibiotikom) smo nacepili zamrznjeno kulturo seva. 
Nacepljeno kulturo smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Izmed zraslih kolonij smo izbrali 3 
kolonije (3 biološke ponovitve) in vsako nacepili v 3 ml tekočega gojišča LB. Inkubirali smo 
preko noči (16–18 ur) na stresalniku (200 rpm) pri 37 °C, da se je kultura namnožila. Nato 
smo 30 µl posamezne ponovitve precepili v 3 ml sporulacijskega gojišča in inkubirali 4 dni 
na stresalniku (200 rpm) pri 37 °C, da so celice sporulirale. Vso kulturo smo prenesli v 
centrifugirke in kuhali 30 min, pri 80 °C, pri čemer so preživele le celice, ki so tvorile spore. 
Kulturo smo centrifugirali pri 10000 g, 10 minut, odlili supernatant in resuspendirali v 3 ml 
fiziološke raztopine (FR). Celice smo ponovno centrifugirali pri 10000 g, 10 minut, odlili 
supernatant in resuspendirali v 3 ml fiziološke raztopine (FR). Spiranje celic smo še enkrat 
ponovili, nato 1,4 ml vsake od ponovitev prenesli v mikrocentrifugirko in dodali 400 µl 50 % 
glicerola (10–12 % v/v). Mešanice smo dobro premešali na mešalu in alikvotirali po 200 µl 
v 9 mikrocentrifugirk. Alikvote spor smo zamrznili pri -20 °C.  
 
Ugotavljali smo še koncentracijo spor: 100 µl kulture z glicerolom smo prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in pripravili redčitveno vrsto. Redčitve 10-5, 10-6, 10-7 smo nacepili 
(100 µl) na trdno agarsko gojišče LB z dodanimi ustreznimi antibiotiki. 
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3.2.5 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA med roji sevov 
Zanimala nas je pogostost izmenjave DNA med »kin« in med »nonkin« sevi na poltrdem 
agarskem gojišču B. Na gojišču LB z dvema antibiotikoma (Sp in Cm) so bili sposobni rasti 
le mikroorganizmi, ki so sprejeli DNA paralelno nacepljenega seva, s katerim so bili v stiku, 
na poltrdem 0,7 % agarskem gojišču B (transformante). Na poltrdo 0,7 % agarsko gojišče B 
smo nacepili spore sevov B. subtilis. Nacepili smo 2 µl spor, redčenih v razmerju 1:1 s 
tekočim gojiščem LB. Zaradi hitre rasti PS-196 (Cm), smo nacepili le po 1 µl spor tega seva, 
da smo pridobili za vzorčenje čim bolj primerno linijo med sevoma. Nacepljena poltrda 
gojišča B smo inkubirali preko noči (22-24 ur) pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so zrasli roji 
sevov. Na stiku ali na liniji med roji sevov B. subtilis smo s pomočjo odrezanih pipetnih 
nastavkov odvzeli 10 vzorcev kulture, skupaj s poltrdim agarskim gojiščem (Slika 7). Vzorce 
smo resuspendirali v 500 µl fiziološke raztopine in dobro premešali na vorteksnem mešalu. 
Vzorce smo redčili in po 100 µl nanesli na agarsko gojišče LB z ustreznim antibiotikom. Za 
vsako ponovitev posamezne kombinacije (A, B in C) smo na agarsko gojišče LB s 
kloramfenikolom ( LB Cm) ali spektinomicinom (LB Sp) nacepili redčitve 10-5, 10-6 in 10-7. 
Na gojišče z dodanima obema antibiotikoma (kloramfenikol in spektinomicin) (LB Cm Sp) 
smo nacepili neredčen vzorec in redčitvi 10-1, 10-2. Na LB Cm ali LB Sp je rasel le sev z 
ustrezno odpornostjo in transformante, na gojišču z dodanima obema antibiotikoma pa le 








Koncentracija vseh celic (CFU 1. seva+CFU 2. sev-CFU transformant)
                         …(1) 
 
 
V poskusu smo uporabili različne kombinacije »kin« in »nonkin« sevov, ki smo jih nacepili 
v treh bioloških ponovitvah (A, B, C), vsako biološko ponovitev smo vzorčili še v treh 
tehničnih ponovitvah (a, b, c). 
 
Nacepljene kombinacije sevov (»nonkin« kombinacije so označene rdeče in »kin« 
kombinacije so označene modro, z zeleno so označene kombinacije istega seva z različnimi 
antibiotičnimi in fluorescenčnimi označbami): 
- PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-218 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-209 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-18 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-68 (Cm) 
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Da bi preverili, če morda na pogostost izmenjave vpliva fluorescenčna oznaka ali odpornost 
proti antibiotiku, smo poskus ponovili s sevi, ki imajo zamenjane oznake. Nekatere 
kombinacije smo nacepili v treh bioloških ponovitvah in vsako vzorčili v treh tehničnih 
ponovitvah (označeno z a), nekatere le v eni biološki ponovitvi (označeno z b), ki smo jo 
vzorčili v treh tehničnih ponovitvah (»nonkin« kombinacije so označene rdeče, »kin« 
kombinacije so označene modro): 
- PS-196 (Sp) in PS-216 (Cm) (a) 
- PS-218 (Sp) in PS-216 (Cm) (b) 
- PS-209 (Sp) in PS-216 (Cm) (b) 
- PS-13 (Sp) in PS-196 (Cm) (a) 
- PS-13 (Sp) in PS-216 (Cm) (a) 
- PS-18 (Sp) in PS-216 (Cm) (b) 
- PS-68 (Sp) in PS-216 (Cm) (b) 
 
Kot kontrolo smo vzorčili še na stiku med roji sevov, nacepljene v kombinaciji z istim 
sevom, a drugo fluorescenčno oznako in drugo odpornostjo proti antibiotiku. Vse 
kombinacije smo nacepili v treh bioloških ponovitvah in treh tehničnih ponovitvah. 
Nacepljene kombinacije sevov: 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
- PS-218 (Sp) in PS-218 (Cm) 
- PS-209 (Sp) in PS-209 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-13 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-18 (Sp) in PS-18 (Cm)  
- PS-68 (Sp) in PS-68 (Cm) 
 
Ugotavljanje koncentracije transformant znotraj rojev sevov: 
Ugotavljali smo še koncentracijo transformant znotraj posameznih rojev sevov. Vzorčili smo 
kot predhodno opisano na stiku oz. na liniji med roji sevov in na strani vsakega izmed sevov.  
 
Koncentracija transformant znotraj rojev sevov v kombinacijah: 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-13 (Cm) 
 
Koncentracijo celic, ki so sprejele DNA vzporedno nacepljenega seva, smo določili kot 
predhodno opisano zgoraj. Poskus ugotavljanja deleža transformant znotraj roja smo izvedli 
v treh bioloških ponovitvah, ki smo jih vzorčili v eni tehnični ponovitvi. 
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Slika 7: Slika agarske plošče z nacepljenimi sevi pred in po vzorčenju. 
 
3.2.6 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA v tekočem gojišču CM 
Da bi preverili pogostost izmenjave DNA med »kin« sevi in med »nonkin« sevi tudi v 
tekočem gojišču smo v tekoče gojišče CM v treh ponovitvah nacepili po 15 µl spor parov 
sevov B. subtilis s koncentracijo ~10-9 CFU/ml.  
 
Kombinacije nacepljenih sevov: 
- PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-13 (Sp) in PS-13 (Cm) 
 
Poskus smo ponovili še s kombinacijami sevov z zamenjanimi fluorescenčnimi oznakami in 
odpornostjo proti antibiotikom: 
- PS-196 (Sp) in PS-216 (Cm) 
- PS-13 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-13 (Sp) in PS-216 (Cm) 
 
Nacepljena gojišča smo stresali ( 200 rpm) 8 ur, pri 37 °C. Po 8 urah smo odvzeli po 500 µl 
kulture. Vzorce smo redčili do 10-7 in po 100 µl nanesli na agarsko gojišče LB z ustreznim 
antibiotikom. Na agarsko gojišče LB s kloramfenikolom (LB Cm) ali spektinomicinom (LB 
Sp) smo nacepili redčitve 10-5, 10-6 in 10-7. Na gojišče z dodanima obema antibiotikoma 
(kloramfenikol in spektinomicin) (LB Cm Sp) smo nacepili neredčen vzorec in redčitvi 10-1, 
10-2. Gojišča smo inkubirali preko noči pri 37 °C, da so iz nacepljenih celic zrasle kolonije. 
27 
Belcijan K. Vpliv filogenetske sorodnosti na horizontalni genski transfer med roji sevov B. subtilis.   
    Mag. delo (Du2). Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta. Študij mikrobiologije, 2017 
 
Naslednji dan smo prešteli kolonije na gojiščih. Na LB Cm ali LB Sp so rasli sevi z ustrezno 
odpornostjo in transformante. Na LB Sp Cm so rasle le bakterije, ki so sprejele DNA seva, 
ki je z njim rasel v kokulturi v tekočem gojišču CM. Prešteli smo kolonije na vseh gojiščih 
in izračunali delež transformant (1). 
 
3.2.7 Izražanje gena comGA  
Na poltrdo agarsko 0,7 % gojišče B smo nacepili spore sevov B. subtilis.  
 
Kombinacije nacepljenih »kin« (modro) in »nonkin« (rdeče) sevov: 
- PS-216 comGA in PS-196 (Sp) 
- PS-216 comGA in PS-13 (Sp) 
- PS-216 comGA in PS-216 (Sp) 
 
Plošče smo inkubirali preko noči (22 – 24 ur) pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so roji sevov 
zasedli prosto površino gojišča. Na liniji med sevi smo s pomočjo eze postrgali kulturo na 
površini poltrdega gojišča (vzorčili smo v treh bioloških ponovitvah). Kulturo smo 
resuspendirali v 200 µl fiziološke raztopine in dobro premešali na mešalu. Na vsako jamico 
diagnostičnega objektnega stekelca smo nanesli po 20-30 µl 0,05 % poli-L-lizina, pustili 
stati ob ognju 15-20 minut, nato odstranili preostanek tekočine in posušili objektna stekelca. 
V vsako jamico objektnega stekelca smo nanesli 20 µl vzorca in inkubirali ob ognju 10 
minut, da so se celice vezale. S sesanjem smo odstranili preostanek tekočine, dodali 20 µl 
destilirane vode in ponovno odstranili tekočino z objektnega stekelca, s čimer smo sprali 
nevezane celice. Dodali smo še sredstvo proti bledenju SlowFade (Invitrogen, ZDA) in pokrili 
s krovnim stekelcem. S pomočjo mikroskopa (Zeiss Axio Observer Z1) smo pod 1000 x 
povečavo preparate opazovali s tehniko DIC (diferencialni interferenčni kontrast) in 
fluorescenčno tehniko z uporabo filtrov (Zeiss, Göttingen, Nemčija) za spremljanje Yfp (Eks 
430 nm/Em 474 nm) in Cfp (Eks 514 nm/Em 527 nm) proteinov. Za vsak vzorec smo posneli 
20 slik vidnega polja, ki smo jih analizirali s pomočjo programa Fiji (Life-Line verzija). 
Prešteli smo število celic, ki izražajo gen cfp (vse celice) in število celic, ki izražajo gen yfp 
(celice, ki izražajo gen comGA), nato smo izračunali delež celic, ki izražajo gen comGA (so 
kompetentne). 
 
3.2.8 Kvantifikacija DNA v rojih sevov in na stiku oz. na liniji med roji »kin« in 
»nonkin« sevov 
Na poltrdo agarsko 0,7 % gojišče B smo nacepili kombinacije »kin« in »nonkin« sevov B. 
subtilis. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so roji sevov zavzeli 
površino agarja. Količino nacepljenih spor smo prilagodili, da je linija/stik med sevi nastal 
približno na sredini agarskega gojišča. Na liniji med sevi in na obeh straneh te linije smo 
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odvzeli po 20 vzorcev gojišča s pomočjo rahlo odrezanih pipetnih nastavkov. DNA smo 
izolirali in očistili, tako da smo 20 vzorcev agarja iz vsakega gojišča oz. področja na gojišču 
resuspendirali v 800 µl topilnega pufra (Gel Solubilization Buffer) kompleta za izolacijo in 
čiščenje DNA fragmentov v agaroznih gelih, PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Thermo 
Scientific, ZDA). Vzorce smo rahlo premešali s pomočjo vorteks mešala, nato pa segrevali 
20 minut pri 50 °C. Med segrevanjem vzorcev smo le te večkrat premešali. Vzorce smo 
centrifugirali 5 min pri 10000 g, da smo odstranili celice. 750 µl supernatanta smo nanesli 
na kolono kompleta za čiščenje DNA, nato kot določajo navodila PureLink® Quick Gel 
Extraction Kit centrifugirali 1 minuto, pri 13500 g in odstranili supernatant. Vzorce na koloni 
smo sprali s 500 µl pufra za spiranje (Wash Buffer), centrifugirali 1 minuto pri 13500 g in 
odstranili supernatant. S ponovnim centrifugiranjem 2 minuti pri 14500 g smo odstranili 
ostanke etanola s kolone. Kolone z vzorci smo za tem prestavili v novo mikrocentrifugirko, 
dodali 330 µl TE in centrifugirali 1 minuto pri 13500 g, s čimer smo eluirali očiščeno DNA.  
 
Na mikrotitrsko ploščo smo odpipetirali po 100 µl posameznega vzorca v treh ponovitvah. 
Za ugotavljanje umeritvene krivulje smo pripravili še Lambda DNA standard v 
koncentracijah 0 pg/µl, 10 pg/µl, 50 pg/µl in 100 pg/µl, ki smo jih prav tako nanesli na 
mikrotitrsko ploščo v treh ponovitvah. Vsem vzorcem smo dodali 100 µl delovne raztopine 
QuantiFluor dsDNA barvila, ki smo jo pripravil z 200 x redčenjem barvila v 1 x TE pufru. 
Vzorce smo dobro premešali. Mikrotitrsko ploščo smo 5 minut inkubirali v temi pri sobni 
temperaturi in nato s pomočjo mikročitalca premešali vzorce in izmerili fluorescenco (Eks 
504nm/Em 531 nm). S pomočjo izmerjenih vrednosti Lambda DNA standarda smo izrisali 
umeritveno krivuljo, na podlagi katere smo izračunali koncentracijo DNA v 
eksperimentalnih vzorcih. 
 
Za kontrolo smo ugotavljali koncentracijo DNA v nenacepljenem potrdem gojišču B z 
dodanimi znanimi koncentracijami DNA standarda Lambda (QuantiFluor® dsDNA 
System). Agarska gojišča z znanimi koncentracijami DNA smo pripravili, tako da smo v 15 
ml poltrdega agarskega gojišča B (0,7 % agar) dodali ustrezen volumen standarda Lambda 
DNA, da so koncentracije v gojišču ustrezale 10 pg/µl, 50 pg/µl in 100 pg/µl. Koncentracijo 
DNA smo določali tudi v nenacepljenem gojišču, brez dodane DNA. DNA smo izolirali in 
ugotavljali njeno koncentracijo, kot predhodno opisano. 
 
3.2.9 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA med roji sevov v prisotnosti in 
odsotnosti DNaze 
Na polovico poltrdega agarskega gojišča B smo s pomočjo eze razmazali 20 µl raztopine 
DNaze (koncentracije 5 mg/ml), da je koncentracija na površini polovice plošče znašala 50 
µg/ml. Na eno stran poltrdega agarskega gojišča B smo nacepili spore B. subtilis PS-216 
(Sp), na drugo stran sev PS-196 (Cm) (Slika 8). Nacepili smo po 2 µl spor posameznega 
seva, ki smo jih predhodno redčili s tekočim gojiščem LB v razmerju 1:1.  
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Slika 8: Razporeditev DNaze in posameznega seva B. subtilis na plošči.  
Gojišča smo inkubirali 24 ur, pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so zrasli roji nacepljenih sevov. 
Vzorčili smo na liniji med roji »nonkin« sevov, in sicer na predelu z dodano DNazo (spodnji 
predel gojišča na sliki 8) ali na predelu brez dodane DNaze (zgornji del gojišča na sliki 8). 
Z odrezanim pipetnim nastavkom smo odvzeli 10 vzorcev kulture skupaj z gojiščem in jih 
odpipetirali v 500 µl fiziološke raztopine. Na mešalniku smo vzorce dobro premešali in s 
tem z gojišča odstranili celice. Vzorce smo redčili do 10-7 in redčitve po 100 µl nanesli na 
LB agarsko gojišče z ustreznim antibiotikom. Na LB agarsko gojišče s kloramfenikolom 
(LB Cm) ali spektinomicinom (LB Sp) smo nacepili redčitve 10-5, 10-6 in 10-7. Na gojišče z 
dodanima obema antibiotikoma (kloramfenikol in spektinomicin) (LB Cm Sp) pa smo 
nacepili neredčen vzorec in redčitvi 10-1, 10-2. Na gojišču LB Sp so rasle kolonije B. subtilis 
PS-216 (Sp), na gojišču LB Cm kolonije seva PS-196 (Cm) in transformante na LB Sp Cm. 
Prešteli smo kolonije na vseh gojiščih in izračunali delež transformant (1). 
 
3.2.10 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA med roji sevov z delecijo gena comK 
Na poltrdo agarsko 0,7 % gojišče B smo nacepili kombinacije »kin« in »nonkin« sevov B. 
subtilis z delecijo gena comK. Sevi so imeli tudi antibiotično in fluorescenčno označbo 
(amyE::P43-cfp (Sp) oz. sacA::P43-yfp (Cm)), katere prenos smo ugotavljali. Plošče smo 
inkubirali preko noči pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so roji sevov zavzeli površino agarja. 
Naslednji dan smo vzorčili in ugotavljali pogostost izmenjave DNA med roji sevov kot je to 
opisano v poglavju 3.2.5 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA med roji sevov. Število 
celic, ki so izmenjale DNA na stiku oz. na liniji med roji sevov smo ugotovili tako, da smo 
vzorce nacepili na gojišča LB z dodanimi antibiotiki za selekcijo transformant, ki so 
izmenjale DNA in antibiotikom kanamicinom (Kn) za selekcijo celic z delecijo gena comK. 
Po inkubaciji plošč gojišča LB preko noči so celice posameznih sevov in transformante 
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Nacepljene kombinacije sevov: 
- PS-216 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
 
Vzorčili smo v treh bioloških ponovitvah, vsako biološko ponovitev pa v treh tehničnih 
ponovitvah. 
 
3.2.11 Ugotavljanje pogostosti privzema v agarsko gojišče dodane DNA in na površino 
gojišča dodane DNA 
Zanimalo nas je, kako na pogostost privzema dodane DNA vplivajo antagonistične 
interakcije med sevi, in kakšen vpliv ima izvor DNA na pogostost transformacije. Zato smo 
v agarsko gojišče in na površino poltrdega agarskega gojišča dodali DNA in ugotavljali 
pogostost privzema te DNA. 
 
Izolirali smo večje količine kromosomske DNA (glej protokol 3.2.1 Izolacija kromosomske 
DNA) sevov PS-216 ΔQXP (Kn) in PS-196 Δeps (Tet). Koncentracijo izolirane DNA smo 
izmerili na NanoDrop 1000. Povprečna koncentracija izolirane kromosomske DNA PS-216 
ΔQXP (Kn) je znašala 0,87 mg/ml in povprečna koncentracija DNA seva PS-196 Δeps (Tet) 
0,66 mg/ml.  
 
DNA dodana v poltrdo agarsko gojišče: 
Izolirano DNA smo 1 x redčili v tekočem gojišču B brez glukoze in prefiltrirali preko filtra 
Millipore z 0,2 μm porami, ki smo ga predhodno omočili z 1 ml tekočega B medija. S tem 
smo zagotovili sterilnost raztopine DNA. Posamezno DNA ali kombinacijo obeh raztopin 
DNA (PS-216 ΔQXP (Kn) in PS-196 Δeps (Tet)) smo dodali v poltrdo 0,7 % gojišče B do 
končne koncentracije 6 μg/ml. V petrijevke smo najprej razlili le po 10 ml poltrdega 0,7% 
B gojišča. Ko se je le to strdilo smo dodali po 5 ml 0,7 % agarskega gojišča B z dodano 
DNA. Plošče smo pustili preko noči, da se je gojišče osušilo. 
 
DNA dodana na površino poltrdega agarskega gojišča: 
Izolirano DNA smo redčili v tekočem gojišču B brez glukoze, tako da je koncentracija obeh 
znašala približno 0,44 mg/ml. Raztopino DNA smo prefiltrirali preko filtra Millipore z 0,2 
μm porami, ki smo ga predhodno omočili z 1 ml tekočega B medija. S tem smo zagotovili 
sterilnost raztopine DNA. Posamezno DNA ali kombinacijo obeh DNA (PS-216 ΔQXP (Kn) 
in PS-196 Δeps (Tet)) smo nanesli v liniji (1 cm široka linija) na sredino agarskega gojišča. 
Nanesli smo po 50 μl DNA (~20 g) in 25 μl (~10 g) DNA na površino plošče. Končna 
koncentracija DNA je znašala približno 32 ng/mm2 agarskega gojišča. Plošče smo nato 
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Dodajanje koncentrirane DNA na površino agarja: 
Na površino poltrdega agarskega gojišča B smo dodali sterilno, koncentrirano DNA seva 
PS-216 ΔQXP (Kn) s koncentracijo približno 1,4 mg/ml. Na sredino gojišča (linija širine 1 
cm) smo dodali 100 μl DNA (~21 g/cm2), 50 μl DNA (~11 g/cm2) ali 25 μl DNA (~5 
g/cm2). Poskus smo izvedli za kombinacijo sevov PS-216 (Sp) : PS-196 (Cm) v vsaj eni 
ponovitvi za vsakega izmed dodanih volumnov DNA. 
 
Na pripravljeno gojišče B z dodano DNA smo nacepili spore sevov B. subtilis kot opisano v 
poglavju 3.2.5 Ugotavljanje pogostosti izmenjave DNA med roji sevov. Na stiku ali na liniji 
med roji sevov B. subtilis in znotraj rojev sevov (znotraj rojev smo vzorčili le v primeru 
DNA dodane v agarsko gojišče) smo s pomočjo odrezanih pipetnih nastavkov odvzeli 15 
vzorcev kulture, skupaj s poltrdim agarskim gojiščem. Vzorce smo resuspendirali v 750 µl 
fiziološke raztopine in dobro premešali na vorteksnem mešalu. Delež celic, ki so sprejele 
dodano DNA smo ugotavljali kot opisano v poglavju 3.2.5 Ugotavljanje pogostosti 
izmenjave DNA med roji sevov, pri čemer smo uporabili gojišča LB z dodanimi antibiotiki 
za selekcijo transformant, ki so sprejele dodano DNA (Preglednica 6). Prešteli smo kolonije 
na vseh gojiščih in izračunali delež posameznih transformant (1). 
 
Kombinacije nacepljenih sevov: 
- PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
 
Preglednica 6: Gojišče LB z dodanimi antibiotiki, kjer pričakujemo rast celic sevov, ki so sprejeli DNA, dodano 
v gojišče ali na površino gojišča. 
 
  
Kombinacija nacepljenih sevov Sev PS-196 Δeps  (Tet) PS-216 ΔQXP (Kn)
PS-216 (Sp) LB Sp Tet LB Sp Kn
PS-196 (Cm) LB Cm Tet LB Cm Kn
PS-216 (Sp) LB Sp Tet LB Sp Kn
PS-216 (Cm) LB Cm Tet LB Cm Kn
DNA dodana v gojišče ali na površino gojišča
PS-216 (Sp) : PS-196 (Cm)
PS-216 (Sp) : PS-216 (Cm)
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4 REZULTATI  
4.1 POGOSTOST IZMENJAVE DNA NA MED ROJI »KIN« IN »NONKIN« SEVOV NA 
TRDNEM GOJIŠČU 
4.1.1 Pogostost izmenjave DNA med roji »kin« in »nonkin« sevov 
Ugotavljali smo CFU transformant in CFU posameznega seva na stiku oz. na liniji med roji 
»kin« in »nonkin« sevov in nato izračunali delež transformant na stiku oz. na liniji med roji. 
 
 
Slika 9: Delež transformant na liniji oz. na stiku med roji »nonkin« sevov in »kin« sevov. Kombinacije 
»nonkin« sevov so označene rdeče in kombinacije »kin« sevov modro. Standardni odklon smo izračunali na 
podlagi treh bioloških ponovitev, vsaka biološka ponovitev pa je povprečje treh tehničnih ponovitev. 
 
Razlika v povprečnem deležu transformant na stiku oz. na liniji med roji »kin« sevov in 
»nonkin« sevov je bila statistično signifikantna (P = 0,001). Povprečen delež transformant 
je bil na liniji med »nonkin« roji višji, kot na stiku »kin« rojev (Slika 9). Prav tako je bila 
pogostost izmenjave DNA pri vseh kombinacijah »nonkin« rojev višja, kot pri kombinacijah 
»kin« rojev. Najvišji delež transformant je bil na liniji med roji »nonkin« sevov PS-216 (Sp) 
in PS-209 (Cm) (1,36 x 10-4 ± 6,57 x 10-5). Nekoliko nižji povprečni delež transformant je 
bil na liniji med roji »nonkin« sevov PS-196 (Sp) in PS-13 (Cm), in sicer 2,27 x 10-5 ± 3,76 
x 10-6. »Kin« kombinacije sevov so imele na stiku najnižjo frekvenco transformacije in sicer 
smo izmerili na stiku rojev PS-216 (Sp) in PS-68 (Cm) 4,26 x 10-6 ± 2,46 x 10-6 transformant, 
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4.1.2 Pogostost izmenjave DNA na stiku rojev izogenih sevov 
Za kontrolo pogostosti izmenjave DNA med sevi smo ugotavljali delež transformant na stiku 
med izogenima sevoma, ki sta se razlikovala le v fluorescenčni označbi in odpornosti proti 
antibiotikom (Slika 10).  
 
 
Slika 10: Pogostost izmenjave DNA na stiku rojev istega seva z različnimi fluorescenčnimi označbami in 
rezistencami proti antibiotikom. Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh bioloških ponovitev, vsaka 
biološka ponovitev pa je povprečje treh tehničnih ponovitev. 
 
Ugotovili smo, da pogostost izmenjave DNA med izogenimi sevi variira do 6,10 x 10-5 ± 
8,59 x 10-6 za sev PS-209, do 3,95 x 10-7 ± 1,81 x 10-7 za sev PS-18 (Slika 10). V vseh 
primerih je bila pogostost transformacije nižja, kot na liniji z rojem »nonkin« seva.  
 
4.1.3 Koncentracija transfromant znotraj rojev sevov 
Da bi ugotovili, ali prihaja do prenosa DNA tudi znotraj rojev, oz. ali je le ta omejena na 
območje stika (»kin«) oz. linije (»nonkin«) med dvema rojema, smo vzorčili znotraj rojev 
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Slika 11: Koncentracija transformant znotraj posameznega roja in na liniji med roji sevov PS-216 (Sp) in PS-
196 (Cm). Stolpič obarvan rdeče predstavlja koncentracijo transformant na liniji med »nonkin« roji. S sivo so 
obarvani stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo posameznih celic: sivo-črtkani prikazujejo koncentracijo celic 
prvega seva na liniji, sivo-pikčasti pa koncentracijo celic drugega seva na liniji med roji sevov. Standardni 
odklon smo izračunali na podlagi treh bioloških ponovitev. 
 
 
Slika 12: Koncentracija transformant znotraj posameznega roja in na stiku rojev sevov PS-216 (Sp) in PS-13 
(Cm). Stolpič obarvan modro predstavlja koncentracijo transformant na stiku »kin« rojev. S sivo so obarvani 
stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo posameznih celic: sivo-črtkani prikazujejo koncentracijo celic prvega 
seva na stiku, sivo-pikčasti pa koncentracijo celic drugega seva na stiku med roji sevov. Standardni odklon 
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Slika 13: Koncentracija transformant znotraj posameznega roja in na stiku rojev sevov PS-216 (Sp) in PS-216 
(Cm). Stolpič obarvan z zeleno predstavlja koncentracijo transformant na stiku rojev nacepljenih z istim sevom, 
a drugo antibiotično in fluorescenčno označbo. S sivo so obarvani stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo 
posameznih celic: sivo-črtkani prikazujejo koncentracijo celic prvega seva na stiku, sivo-pikčasti pa 
koncentracijo celic drugega seva na stiku med roji sevov. Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh 
bioloških ponovitev. 
 
Kot je bilo pričakovano, znotraj rojev ni bilo prisotnih transfromant, ki bi sprejele DNA 
sosednjega roja, saj fizičnega stika z donorjem ni bilo. Transformante so bile prisotne le na 
stiku oz. na liniji med roji sevov (Slike 11, 12, 13). 
 
 
Slika 14: Koncentracija vseh celic v posameznem roju in na stiku oz. na liniji med roji sevov. Z rdečo barvo 
so označeni stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo celic na liniji med roji »nonkin« sevov, z modro stolpiči, ki 
prikazujejo koncentracijo celic na stiku rojev »kin« sevov in z zeleno stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo 
celic na stiku rojev istega seva, a z različnima antibiotičnima in fluorescenčnima označbama. Standardni 
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Na stiku med roji »kin« sevov je bila koncentracija transformant manjša (Slika 12, 13), kot 
na liniji med roji »nonkin« sevov (Slika 11). Koncentracije celic na stiku med roji »kin« in 
»nonkin« sevov so bile primerljive (Slika 14). 
 
4.2 POGOSTOST IZMENJAVE DNA MED »KIN« IN »NONKIN« SEVI V TEKOČEM 
GOJIŠČU 
Zanimalo nas je tudi ali do razlik v pogostosti izmenjave DNA med »kin« in »nonkin« sevi 
pride le na poltrdem gojišču B in ali je mogoče to razliko sprožiti tudi ob drugačnih pogojih? 
Pogostost izmenjave DNA med »kin« in »nonkin« sevi smo zato ugotavljali v stresani 
kokulturi v gojišču CM. 
 
 
Slika 15: Pogostost izmenjave DNA med »kin« in »nonkin« sevi v tekočem gojišču CM. Z rdečo barvo so 
označeni stolpiči »nonkin« kombinacije sevov, z modro »kin« kombinacije sevov in z zeleno sevi, nacepljeni 
z istim sevom, a drugo antibiotično in fluorescenčno označbo. Standardni odklon smo izračunali na podlagi 
treh bioloških ponovitev, vsaka biološka ponovitev pa je povprečje treh tehničnih ponovitev. 
 
Delež transformant je v tekočem gojišču (stresani kulturi) variiral glede na par, vendar med 
»kin« in »nonkin« sevi nismo zaznali značilnih razlike v pogostosti izmenjave DNA (Slika 
15), če smo seve gojili v stresani kulturi. Pari »kin« in »nonkin« sevov so pokazali 
primerljivo frekvenco transformacije (P > 0,1) (Slika 15). Povprečna koncentracija vseh 
celic v tekočem gojišču je znašala 5,27 x 108 CFU/ml, povprečna koncentracija celic, ki so 
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4.3 IZRAŽANJE GENA comGA NA STIKU oz. NA LINIJI MED ROJI »KIN« IN 
»NONKIN« SEVOV 
Protenski kompleks ComGA je odgovoren za prenos DNA v celico in tako ključen za 
kompetenco za transformacijo (Briley in sod., 2011). Zanimalo nas je, ali obstaja razlika v 
izražanju operona comGA-yfp na stiku med roji »kin« sevov in na liniji med »nonkin« sevi, 
in s tem razlika v sposobnosti privzema DNA, s katero bi lahko pojasnile zgoraj opisane 
rezultate (Slika 9). 
 
 
Slika 16: Delež kompetentnih celic seva PS-216 amyE::P43-cfp (Sp) PcomGA-yfp (Cm) na liniji med roji 
»nonkin« sevov (rdeč stolpec), na stiku med roji »kin« sevov (moder stolpec) in na stiku med rojema izogenega 
seva (zelen stolpec) smo izračunali na podlagi mikroskopije. Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh 
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Slika 17: Mikroskopija (A, B) celic odvzetih na stiku med roji »kin« sevov (PS-216 comGA : PS-13 (Sp)) in 
(C, D) celic odvzetih na območju srečanja »nonkin« sevov (PS-216 comGA : PS-196 (Sp)). Sliki A in C (levo) 
predstavljata mikroskopski posnetek mikroskopske tehnike DIC, ki prikazuje celotno populacijo celic. Sliki B 
in D (desno) prikazujeta posnetek fluorescenčne mikroskopije celic, ki izražajo comGA-yfp. 
 
V območju linije dveh rojev je bil povprečni delež celic, ki izražajo gen comGA najvišji pri 
kombinaciji rojev »nonkin« sevov PS-216 comGA : PS-196 (Sp), in sicer 0,0110 ± 0,0031, 
najnižji pa pri kombinaciji rojev izogenih sevov PS-216 comGA : PS-216 (Sp), 0,0012 ± 
0,0003. Delež celic, ki izražajo comGA-yfp na liniji z rojem PS-196 (Sp), je statistično 
signifikantno višji, kot na stiku s »kin« rojem PS-13 (Sp) (P = 0,0215) ali na stiku z lastnim 
rojem PS-216 (Sp) (P = 0,0057). Med deležem celic, ki izražajo comGA-yfp na stiku med 
rojema PS-216 comGA : PS-216 (Sp) in na stiku med »kin« rojema PS-216 comGA : PS-13 
(Sp) ni signifikantne razlike (P = 0, 176) (Slika 16). Na sliki 17 je prikazan mikroskopski 
posnetek enega polja s tehniko DIC in posnetek fluorescenčne mikroskopije, ki prikazuje 
celice PS-216, ki izražajo comGA-yfp. 
 
4.4 KONCENTRACIJA DNA NA STIKU oz. LINIJI »KIN« IN »NONKIN« ROJEV 
Za razliko v pogostosti izmenjave DNA pri »kin« in »nonkin« sevih bi lahko bila odgovorna 
razlika v koncentraciji DNA, ki jo sevi izločajo v gojišče.  
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Slika 18: Koncentracija DNA na stiku »kin« in na liniji med »nonkin« roji. Stolpiči obarvani rdeče 
predstavljajo koncentracijo na liniji med »nonkin« roji, stolpiči obarvani modro predstavljajo koncentracijo na 
stiku »kin« rojev in tisti obarvani z zeleno predstavljajo koncentracijo DNA (pg/mm2) na stiku rojev izogenih 
sevov, ki se razlikujejo le v genih za antibiotično odpornost in fluorescenčni označevalec. S sivo so obarvani 
stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo DNA v posameznem roju: sivo-črtkano prikazuje koncentracijo v prvem 
roju in sivo-pikčasto v drugem roju. Nad stolpiči posamezne kombinacije rojev sevov je slika, ki prikazuje 
mesta na poltrdem agarskem gojišču, kjer smo vzorčili. Črne pike prikazujejo mesto, kjer smo nacepili spore 
sevov, polkrožni sivi črti prikazujeta mesti vzorčenja znotraj rojev sevov in obarvane ravne črte prikazujejo 
mesto vzorčenja na liniji ali stiku med roji sevov. Z rdečo so označena mesta vzorčenja na liniji med »nonkin« 
sevi, z modro mesta vzorčenja na stiku med »kin« sevi in z zeleno mesta vzorčenja na stiku med sevi 
nacepljenimi z večinsko izogenim sevom. Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh bioloških 
ponovitev, vsaka biološka ponovitev pa je povprečje treh tehničnih ponovitev. Med koncentracijami DNA med 
roji sevov ni statistično signifikantnih razlik, z izjemo povprečne koncentracije DNA na stiku PS-216 (Sp) : 
PS-13 (Cm), ki se signifikantno razlikuje od povprečne koncentracije na stiku izogenih sevov PS-196 (* P = 
0,0065). 
 
Povprečna koncentracija DNA na stiku rojev »nonkin« sevov PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
je višja kot pri ostalih sevih, vendar je velik tudi standardni odklon. Posledično ne moremo 
trditi, da smo izmerili značilne razlike v koncetraciji DNA pri različnih kombinacijah sevov 
(P > 0,1) (Slika 18).  
 
Znotraj rojev sevov so bile izmerjene koncentracije DNA ravno tako podobne (P > 0,06). 
Višje so bile izmerjene koncentracije DNA znotraj roja PS-196 (Cm) ali (Sp), ki je bil 
nacepljen v kombinaciji z »nonkin« sevom, ne pa tudi, če je bil ta sev (PS-196(Sp)) nacepljen 
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Preglednica 7: Povprečna izmerjena koncentracija DNA v gojiščih z dodanimi različnimi koncentracijami 
Lambda DNA standarda (QuantiFluor® dsDNA System). 
Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh bioloških ponovitev, ki so povprečja treh tehničnih 
ponovitev. 
Koncentracija v gojišče dodanega standarda Lambda 
DNA (QuantiFluor® dsDNA System) (pg/µl) 
Povprečna izmerjena 
koncentracija DNA (pg/mm2) 
0 58,4 ± 2,6 
10 110,5 ± 78,6 
50 478,0 ± 255,8 
100 910,6 ± 348,1 
 
Na izmerjeno koncentracijo DNA v gojišču, samo agarsko gojišče ni pomembno vplivalo, 
saj so bile izmerjene koncentracije DNA v nenacepljenem gojišču brez dodane DNA zelo 
nizke (Preglednica 7). Rezultati povprečne izmerjene koncentracije DNA v agarju z dodano 
DNA znane koncentracije kažejo, da tudi vzorec samega poltrdega gojišča morda vsebuje 
nekaj DNA oz. rahlo fluorescira ob dodatku fluorescenčnega barvila QuantiFluor®, a 
ugotovljena koncentracija zelo nizka in ne vpliva pomembno na izmerjenje koncentracije 
DNA. Rezultati prav tako kažejo, da tekom izolacije DNA pride do izgub le te. Vendar so te 
izgube pri vseh vzorcih podobne in ne vplivajo na primerjavo izmerjenih koncentracij DNA 
v vzorcih (Slika 18). 
 
4.5 VPLIV DNaze NA POGOSTOST IZMENJAVE DNA 
Da bi ugotovili, ali pride do transformacije z DNA, ki jo sproščajo roji sosednjega seva, smo 
na površino gojišča nanesli DNazo, ki naj bi glede na podatke v literaturi, razgradila prisotno 
DNA (Zafra in sod., 2012). Ugotovili smo, da na liniji med roji »nonkin«, ki so bili ob 
srečanju izpostavljeni DNAzi ni bilo transformant, medem ko je bila transformacija v 
odsotnosti dodane DNAze visoka (Slika 19). To pomeni, da se na področju srečanja rojev 
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Slika 19: Delež transformant na stiku rojev PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) v prisotnosti in odsotnosti DNaze. 
 Standardni odklon smo izračunali na podlagi treh ponovitev. 
4.6 POGOSTOST IZMENJAVE DNA MED ROJI SEVOV Z DELECIJO GENA comK 
Izmerili smo tudi pogostost izmenjave DNA med roji sevov, ki imajo delecijo gena comK 
(ComK je transkripcijski aktivator, pomemben za razvoj kompetence (van Sinderen in sod., 
1994)). Med roji »kin« sevov PS-13 : PS-216 in na stiku dveh izogenih sevov PS-216 z 
delecijo gena comK nismo zaznali transformant (Preglednica 8). To kaže, da je za izmenjavo 
nujno potrebna kompetenca za transformacijo, in da je transformacija ključni mehanizem 
izmenjave DNA med roji sevov na površini potrdnega gojišča B. 
 
























Kombinacija sevov Sev Povprečna koncentracija celic na 
stiku/liniji med sevi (CFU/ml)
PS-216 (Sp) ΔcomK 9,00 x 10
6
transformante 0,00
PS-216 (Cm) ΔcomK 8,67 x 10
6
PS-216 (Sp) ΔcomK 8,44 x 10
6
transformante 0,00
PS-13 (Cm) ΔcomK 8,44 x 10
6
PS-216 (Sp) ΔcomK  : PS-13 (Cm) ΔcomK
PS-216 (Sp) ΔcomK  : PS-216 (Cm) ΔcomK
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4.7 POGOSTOST PRIVZEMA DNA DODANE V AGARSKO GOJIŠČE ALI NA 
POVRŠINO AGARSKEGA GOJIŠČA  
Na pogostost privzema DNA lahko vplivajo antagonistične interakcije med sevi, pomembno 
pa lahko na privzem in integracijo DNA v kromosom vpliva tudi izvor DNA (Claverys in 
sod., 2006; Lyons in sod., 2016; Mell in sod., 2012; Prudhomme in sod., 2006; Scocca in 
sod., 1974). Zato smo ugotavljali pogostost privzema DNA, ki se ni sproščala iz prisotnih 
celic, temveč smo jo dodali v gojišče B ali na površino poltrdega gojišča B. Na površino in 
v poltrdo gojišče B smo dodali bodisi kromosomsko DNA seva PS-216 ΔQXP (Kn), 
kromosomsko DNA seva PS-196 Δeps (Tet) ali pa kombinacijo DNA obeh sevov. Na to 
gojišče smo nato nacepili kombinacijo sevov »nonkin« PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm), kot 
kontrolo pa še izogena seva PS-216 z različnima zapisoma za odpornost proti antibiotikom 
in za fluorescenčni protein. Transformante smo šteli na selekcijskih gojiščih (z dvema 
antibiotikoma). Pri selekciji za antibiotično odpornost dodane DNA (+ odpornost recipienta) 
nismo dobili transformant (Preglednica 9), ne glede na to, ali je bila DNA dodana v gojišče 
ali na površino gojišča. Selekcija za dvojno antibiotično odpornost, ki izhaja iz celic obeh 
rojev, je bila skladna s prej pridobljenimi rezultati DNA izmenjave med roji »kin« in 
»nonkin« sevov, kar pomeni, da so bile celice sposobne sprejeti DNA, vendar je bil pri tem 
pomemben izvor DNA. 
 
Razlog za ta rezultat bi lahko bila prenizka koncentracija dodane DNA, zato smo na površino 
gojišča dodali različne volumne koncentrirane DNA seva PS-216 ΔQXP (Kn) s 
koncentracijo 1,4 mg/ml (najvišja koncentracija na površini gojišča je bila ~21 g/cm2) in 
ugotavljali pogostost sprejema dodane DNA na liniji med »nonkin« rojema PS-216 (Sp) in 
PS-196 (Cm). Na gojiščih LB Sp Kn in LB Cm Kn, kjer bi pričakovali rast kolonij celic, ki 
so sprejele dodano DNA (KnR), ni zrasla nobena kolonija. Tako tudi v primeru dodane 
visoke koncentracije DNA ni prišlo do transformacije celic na stiku med roji sevov. 
 
Preglednica 9: Privzem dodane DNA (v gojišče ali na površino gojišča) ali DNA roja sosednjega seva. V 
okvirčkih je z -/+ označen privzem določene DNA. Če privzema DNA ni bilo, je okvirček na stičišču seva in 
posamezne DNA označen z -, če je do privzema DNA prišlo, pa je okvirček označen s +. 
 
  
Kombinacija nacepljenih sevov Sev Dodana DNA seva PS-
196 Δeps  (Tet)




PS-216 (Sp) - - +
PS-196 (Cm) - - +
PS-216 (Sp) - - +
PS-216 (Cm) - - +
PS-216 (Sp) : PS-196 (Cm)
PS-216 (Sp) : PS-216 (Cm)
Privzem DNA
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5 RAZPRAVA 
Namen eksperimentalnega dela magistrskega dela je bilo ugotoviti razliko v pogostosti 
izmenjave DNA na stiku med roji »nonkin« in »kin« sevov na površini poltrdega agarskega 
gojišča. Predpostavili smo, da je izmenjava večja med »nonkin« sevi, kar smo tudi potrdili. 
Ker na stopnjo izmenjave DNA lahko vpliva več dejavnikov, smo preverili tudi 
koncentracijo eDNA, ki izhaja iz donorjev na površini agarja oz. jo dodamo na agarsko 
gojišče, izražanje comGA-yfp na liniji in stiku sevov, ter zaključili, da se geni med sevi 
izmenjujejo v procesu transformacije, ki je intenzivnejša med roji »nonkin« sevov. 
 
5.1 POGOSTOST IZMENJAVE DNA NA STIKU ROJEV »KIN« IN »NONKIN« SEVOV 
NA POLTRDEM AGARSKEM GOJIŠČU 
Pogostost izmenjave DNA je bila na liniji med roji »nonkin« sevov pogostejša, kot na stiku 
rojev »kin« sevov (Slika 9). Vpliv fluorescenčne oznake in odpornosti proti antibiotikom 
smo ovrgli s poskusom, pri katerem smo uporabili seve z zamenjanimi fluorescenčnimi 
oznakami in antibiotičnimi odpornostmi (Priloga A1). Kot so opazili pri Streptococcus 
pneumoniae, bi lahko na pogostost izmenjave DNA med »kin in »nonkin« roji vplivala tudi 
razlika v naravni kompetenci sevov (Evans in Rozen, 2013). Zato smo želeli ugotoviti še 
sposobnosti privzema DNA pri posameznih sevih z ugotavljanjem deleža transformant na 
stiku med roji izogenih sevov, ki so nosili različne genske zapise za fluorescenčni 
obveščevalni protein in za odpornost proti antibiotiku (Slika 10). Delež transformant med 
izogenimi sevi je bil podoben pri »kin« kombinacijah, z najintenzivnejšo DNA izmenjavo 
med PS-209 (Sp) in PS-209 (Cm). To je skladno z opažanji, da je bil delež transformant 
najvišji prav na liniji med »nonkin« roji PS-216 (Sp) in PS-209 (Cm). Naravna kompetenca 
posameznega seva je verjetno vsaj delno vplivala na pogostost izmenjave DNA med roji 
sevov, vendar ni bila odgovorna za večji delež transformant na liniji med »nonkin« roji v 
primerjavi z deležem transformant med »kin« roji, saj je bila pogostost izmenjave DNA med 
roji izogenih sevov vedno nižja, kot pogostost izmenjave DNA teh sevov v kombinaciji z 
roji »nonkin« sevov. 
 
Znotraj rojev sevov transformacija ni potekala (Slike 11, 12, 13), saj DNA drugega seva ni 
bila na voljo. Celokupno število celic na stiku oz. na liniji med roji sevov »kin« in »nonkin« 
se ni značilno razlikovalo (Slika 14). Čeprav je bila linija vidna že s prostim očesom, so v 
tem območju še vedno bile prisotne celice. Poleg tega smo ob vzorčenju na liniji lahko 
pobrali tudi celice prisotne na robu linije med roji. Tudi znotraj posameznih rojev nismo 
izmerili razlik v številu celic. Za boljši vpogled v število celic na območju razmejitve med 
roji »nonkin« sevov bi morali spremeniti način vzorčenja. Vzorčenje bi lahko izboljšali npr. 
z vzorčenjem s pomočjo lupe s fluorescenčnimi filtri, ali z vzorčenjem manjših površin, s 
čimer bi se izognili vzorčeju celic zunaj stika oz. mejnih linij. 
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5.2 POGOSTOST IZMENJAVE DNA MED »KIN« IN »NONKIN« SEVI V TEKOČEM 
GOJIŠČU CM 
Da bi ugotovili, ali je višja frekvenca izmenjave DNA med »nonkin« sevi vezana na roječe 
bakterije, smo ugotavljali pogostost izmenjave DNA med »kin« in »nonkin« sevi tudi v 
stresanem tekočem gojišču CM. Razlike v pogostosti izmenjave DNA v primeru 
kokultivacije dveh sevov v gojišču CM nismo zaznali (Slika 15). To kaže, da so za povečano 
izmenjavo DNA med »nonkin« sevi verjetno potrebni svojevrstni pogoji, prisotni ob 
srečanju rojev na poltrdem gojišču. Verjetno tukaj prihaja do specifičnih interakcij, ki vodijo 
v pogostejši privzem DNA med »nonkin« roji.  
 
5.3 IZRAŽANJE GENA comGA NA STIKU MED ROJI »KIN« IN »NONKIN« SEVOV 
Izražanje ComGA je fiziološki znak, da je celica kompetentna, saj comGA kodira transporter 
za vnos DNA (Briley in sod., 2011). Ugotovili smo, da je izražanje comGA-yfp višje na liniji 
med roji »nonkin« sevov, kot na stiku rojev »kin« sevov (Slika 16). Višje število 
kompetetnih celic na liniji je v skladu z izmerjeno višjo frekvenco izmenjave DNA med 
»nonkin« roji. Vendar se je potrebno zavedati, da comGA-yfp izraža le del populacije. 
 
Hahn in sod. (2005) so izmerili, da se comGA-gfp izraža največ 20 % celic seva B. subtilis 
BD2899, ki so ga gojili v gojišču CM pri 37 °C (Albano in sod., 1987; Hahn in sod., 2005). 
Pri sevu B. subtilis 3610, ki so ga gojili v gojišču CM pri 37 °C, pa je le 0,2 % celic izražalo 
PcomGA-mCherry (Konkol in sod., 2013). Na poltrdem gojišču B, ki smo ga uporabili v 
naših raziskavah, je comGA-yfp izražalo le približno 0,09 % - 1,45 % celic. Te številke so 
morda podcenjene, saj smo lahko v vzorec zajeli tudi celice sosednjega seva, ki pa niso nosile 
zapisa za comGA-yfp. 
 
5.4 KONCENTRACIJA DNA NA STIKU oz. NA LINIJI MED ROJI »KIN« IN 
»NONKIN« SEVOV 
Poleg povišanega izražanja genov za kompetenco na liniji med »nonkin« roji, bi lahko bil 
razlog za pogostejšo izmenjavo DNA med njimi tudi višja koncentracija DNA. Sistem 
sorodstvene diskriminacije B. subtilis vključuje napad in obrambo, ki vodi v povečano 
število mrtvih celic na liniji med roji »nonkin« sevov v primerjavi s številom mrtvih celic na 
stiku rojev »kin« sevov (Lyons in sod., 2016). Prav liza celic bi lahko bila odgovorna za 
prisotnost večjih koncentracij DNA na liniji med »nonkin« sevi (Höfler in sod., 2016). Zato 
smo izvedli poskus, pri katerem smo ugotavljali koncentracijo DNA na stiku in na liniji med 
roji sevov, ter koncentracijo DNA znotraj posameznih rojev. Pri tem nismo zaznali značilnih 
razlik v koncentraciji DNA na liniji/stiku genetsko različnih rojev (»kin« ali »nonkin«). Na 
liniji med roji »nonkin« (PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm)) je bila povprečna vrednost izmerjene 
DNA sicer višja, vendar zaradi visokega standardnega odklona značilne razlike nismo 
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potrdili (Slika 18). Znotraj rojev sevov so bile koncentracije DNA podobne, a izstopala je 
izmerjena koncentracija DNA znotraj roja seva PS-196 (Sp), nacepljenega v kombinaciji z 
»nonkin« sevom PS-13 (Cm) in znotraj roja PS-196 (Cm), nacepljenega v kombinaciji z 
»nonkin« sevom PS-216 (Sp). Razlog je lahko izločanje višjih koncentracij eDNA (Zafra in 
sod., 2012) ali sproščanje DNA, zaradi aktivacije avtolize (Petersohn in sod., 2001), ki jo 
morda lahko sproži zaznavanje stresnih pogojev ali prisotnost drugačnega - »nonkin« roja. 
Na rezultate lahko pomembno vpliva tudi napaka pri vzorčenju ali vzorčenje na predelu, kjer 
je bila prisotna višja koncentracija celic. Čeprav naši rezultati kažejo, da je količina celic 
primerjiva. Vpliv lahko ima tudi prosotnost zunajceličnih DNaz, ki razgrajujejo DNA (Zafra 
in sod., 2012). 
 
Da bi potrdili, da izmenjava temelji na prenosu eDNA in ne vključuje preostalih 
mehanizmov prenosa, kot je npr. transdukcija, smo preverili vpliv dodane DNaze na 
izmenjavo DNA. Ta je dramatično znižala frekvenco tarnsformacije saj so bile transformate 
prisotne le na delu gojišča, kjer DNaza ni bila nanešena (Slika 19). Za prenos fluorescenčne 
oznake in odpornosti proti antibiotikom je bila torej pomembna prosta zunajcelična DNA, 
kar podpira hipotezo, da izmenjava DNA poteka s pomočjo transformacije.  
 
5.5 POGOSTOST IZMENJAVE DNA MED ROJI SEVOV Z DELECIJO GENA comK 
Ugotavljali smo tudi pogostost izmenjave DNA med roji sevov z delecijo gena comK (ComK 
je transkripcijski aktivator, ključen za razvoj kompetence, saj regulira ekspresijo genov za 
vezavo, privzem in rekombinacijo DNA (van Sinderen in sod. 1994, 1995)). 
 
Naši rezultati so pokazali, da na stiku med roji sevov z delecijo gena comK izmenjava DNA 
ni potekla in transformant nismo zaznali. To potrjuje, da je za izmenjavo DNA med roji 
sevov na poltrdem gojišču B pomembna prosta zunajcelična DNA in kompetenca za 
transformacijo oz. za zmožnost celic, da privzamejo eDNA.  
 
5.6 POGOSTOST PRIVZEMA DODANE DNA 
Ugotavljali smo tudi pogostost sprejema DNA dodane v gojišče. Rezultati teh poskusov so 
pokazali, da celice na stiku rojev niso sprejele dodane DNA in da proces zahteva DNA, ki 
se sprošča ob stiku rojev dveh sevov. Razlog za to bi lahko bila prenizka koncentracija 
dodane eDNA, zato smo na površino gojišča dodali še koncentrirano DNA seva PS-216 
ΔQXP (Kn). Vendar tudi v primeru dodane visoke koncentracije DNA (21 μg/cm2) ni prišlo 
do transformacije na stiku/liniji med roji sevov. Možno je, da se je dodana DNA razgradila 
z DNazo še pred nastopom kompetentne faze, ko so celice sposobne privzema proste DNA 
(Albano in sod., 1987; Zafra in sod., 2012). Lahko tudi, da je DNA, ki se izloča iz celic 
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drugačna (morda povezana s proteini) od dodane očiščene DNA, zaradi česar celice v rojih 
na površini poltrdega gojišča B niso bile zmožne njenega privzema.  
 
Ni še znano, kaj je razlog za povišano frekvenco horizontalnih prenosov, vendar naši 
rezultati nakazujejo, da je za pogostejšo izmenjavo DNA vsaj delno odgovorno povišano 
izražanje comGA med roji.  
 
Raziskave Borgeaud in sod. (2015) so prav tako pokazale zmožnost izmenjave DNA med 
kokultiviranimi sevi po Gramu negativne bakterije Vibrio cholerae. Ugotovili so, da se v 
kokulturi sproži pobijanje med sevi, ki pripelje do sproščanja eDNA in posledično 
sprejemanja DNA s strani predatorskih celic (Borgeaud in sod., 2015). Pri antagonističnih 
interakcijah sevov V. cholerae ima pomembno vlogo sistem izločanja tipa VI (T6SS) 
(Pukatzki in sod., 2006). Zanimivo je, da je izražanje T6SS odvisno tudi od zaznavanja 
kvoruma (Borgeaud in sod., 2015; Zheng in sod., 2010), in da je T6SS del kompetenčnega 
regulona, ki se inducira ob rasti na hitinu (Borgeaud in sod., 2015; Metzger in sod., 2016). 
Mehanizem izmenjave DNA, vezan na antagonizme najdemo tudi pri S. pneumoniae. Ta za 
ubijanje sosednjih celic uporablja bakteriocine, majhne protimikrobne proteine (Nes in sod., 
2007), ki so prav tako enako regulirani kot geni za razvoj kompetence za transformacijo (De 
Saizieu in sod., 2000). Npr. oba odziva uravnava QS, kompetenca pa je inducirana tudi v 
primeru odziva na stres (Kjos in sod., 2016; Wholey in sod., 2016).  
 
Rezultati Lyons in sod. (2016) kažejo, da tudi na liniji med roji »nonkin« sevov B. subtilis 
verjetno prihaja do antagonističnih interakcij med manj sorodnimi sevi in zatorej so celice 
ob srečanju nesorodnih izpostavljene stresu in verjetno tudi lizi. Povečana kompetenca 
skupaj z dostopno DNA »nonkin« seva pa lahko pripelje tudi do povišane izmenjave DNA. 
 
Veening in Blokesch (2017) menita, da morda povezave med QS, naravno kompetenco in 
mehanizmi pobijanja sosednjih bakterij, ki so jih pokazali pri V. cholerae in S. pneumoniae 
(Borgeaud in sod., 2015; Wholey in sod., 2016), spodbujajo horizontalni genski prenos med 
bližnjimi celicami različnih sevov, pri čemer naj bi imela pomembno vlogo tudi sorodstvena 
diskriminacija (Veening in Blokesch, 2017). Pri tem celice lahko pridobijo nove gene, ki v 
danem okolju predstavljajo prednost pred ostalimi »kin« sevi, saj jih lahko napadejo in 
prerastejo (Salomon in sod., 2015). Lahko pa tudi prednost pred »nonkin« sevi, od katerih 
so pridobili novo lastnost, ki jih ščiti pred napadom drugega seva (Kirchberger in sod., 2017; 
Veening in Blokesch, 2017).  
 
Signifikantnih razlik v koncentraciji DNA med »kin« in »nonkin« sevi nismo našli, vendar 
odsotnost izmenjave DNA v prisotnosti DNaze kaže na pomen proste DNA. Mehanizem 
direkte izmenjave DNA med rojenjem sevov B. subtilis, za zdaj še ni dobro poznan. Kot 
omenjeno pa naj bi povezava med predatorstvom in mehanizmom privzema DNA bakterijam 
omogočala, da privzamejo sproščeno DNA soseda – plena (Borgeaud in sod., 2015; Veening 
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in Blokesch, 2017). Pomembno je, da pri tem lahko pridobijo intaktno DNA tega seva 
(Veening in Blokesch, 2017), in ne le v okolju prisotnih, razgrajenih fragmentov proste DNA 
(Zafra in sod., 2012). To podpirajo tudi naši rezultati, ki nakazujejo, da so celice na med roji 
sevov na poltrdem agarskem gojišču sposobne le direktne izmenjave DNA in ne sprejemajo 
DNA, ki smo jo dodali na agarsko gojišče. 
 
Naši rezultati nakazujejo, da bi lahko obstajala povezava med filogenetsko sorodnostjo in 
frekvenco prenosa genov med sevi, vendar je potrebno še mnogo raziskav, da bomo povsem 
razumeli interakcije med roji sevov in posledice le teh. Veening in Blokesch (2017) prav 
tako menita, da predatorstvo sosednjih sevov na podlagi sorodstvene diskriminacije, v 
povezavi s privzemom DNA, omogoča takojšnje izboljšanje fitnesa naravno kompetentnim 
bakterijam in je zato morda ključen pri kompeticiji med bakterijami. Sproščanje DNA z 
ubijanjem sosednjih sevov in prenos neklonalne DNA imajo tako verjetno ključen pomen 
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6 SKLEPI 
- Pogostost izmenjave DNA je višja na mejni liniji med roji »nonkin« sevov, kot na 
stiku med roji »kin« sevov. 
- Pogostost izmenjave DNA v tekočem gojišču CM je med »kin« in »nonkin« sevi 
podobna. 
- Na liniji med roji »nonkin« sevov izraža comGA-yfp višje število celic, kot ob stiku 
s »kin« sevom. 
- Za izmenjavo DNA je pomembna zunajcelična DNA. 
- Celice na stiku med roji sevov v svoj genom ne vključujejo DNA, ki smo jo dodali v 
poltrdo gojišče B ali na površino poltrdega gojišča. 
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7 POVZETEK 
Sorodstvena diskriminacija je oblika vedenja, ki se odraža kot različno obravnavanje 
nesorodnih predstavnikov v primerjavi s sorodnimi predstavniki iste vrste (Hamilton, 1964a, 
1964b). Tako lahko posamezniki pomagajo sorodnim, škodujejo ali ignorirajo nesorodne 
predstavnike in koordinirajo skupne aktivnosti (Hamilton, 1964a, 1964b; West in sod., 
2006).  
 
B. subtilis je aerobna, po Gramu pozitivna bakterija, pri kateri je za kolonizacijo novega 
področja pomembno kooperativno gibanje po površini – rojenje (Kearns in Losick, 2003; 
Logan in De Vos, 2009). Sevi B. subtilis so med rojenjem večinoma zmožni sorodstvene 
diskriminacije, saj lahko razlikujejo med »kin« in »nonkin« sevi, pri čemer med roji 
»nonkin« sevov nastajajo mejne linije. Pogostost pojava mejnih linij je večja ob srečanju 
rojev z nižjo filogenetsko sorodnostjo (Stefanic in sod., 2015). Tako razlikovanje med 
sorodnimi in nesorodnimi organizmi (»kin« razlikovanje oz. sorodstvena diskriminacija) bi 
naj bilo pomembno, da akter pozitivno vpliva na sorodne in škoduje nesorodnim (Hamilton, 
1964b; West in sod., 2006). Gostota mikroorganizmov je v okolju zelo visoka, zato ti 
tekmujejo za omejene količine hranil in prostor (Ghoul in Mitri, 2016; Kim in sod., 2014; 
MacLean in Gudelj, 2006). Tekmujejo lahko tudi za DNA (Alden in sod., 2001). Naravno 
kompetentni sevi B. subtilis so sposobni privzema proste DNA iz okolja in jo lahko vključijo 
v svoj genom s homologno rekombinacijo (Graham in Istock, 1979; Lorenz in sod., 1991; 
Spizizen, 1958). To jim omogoča pridobivanje novih lastnosti za povečanje zmožnost 
preživetja in prilagajanja na okolje (Alden in sod., 2001). Bakterije vrste B. subtilis so 
zmožne tudi sproščanja DNA v okolje (Lorenz in sod., 1991). Sproščanje eDNA je pri B. 
subtilis socialno vedenje, ki je največkrat izzvano v subpopulaciji celic s signali za 
zaznavanja kvoruma (Zafra in sod., 2012) 
 
V tem delu smo želeli ugotoviti pogostost izmenjave DNA med roji »nonkin« in »kin« sevov 
na površini poltrdega agarskega gojišča. Vzorčili smo na stiku oz. na liniji med roji sevov in 
na mestu vzorčenja ugotavljali skupno število celic in deleže transformant. Transformacija 
je bila na stiku rojev »nonkin« sevov pogostejša, kot na stiku rojev »kin« sevov. Naravna 
kompetenca posameznega seva vpliva na delež transformant, vendar ni odgovorna za večji 
delež transformant na stiku rojev »nonkin« sevov. Znotraj rojev sevov transformacija ni 
potekala, saj je za transformacijo med roji na poltrdem B gojišču bil potreben stik med 
celicami sosednjih rojev ali stik z njihovo DNA. Za razliko v stopnji transformacije bi lahko 
bile odgovore antagonistične interakcije, zaradi česar lahko pride do povišanega privzema 
DNA na liniji ali višja koncentracija DNA, ki se sprošča ob lizi celic (Claverys in sod., 2006; 
Höfler in sod., 2016; Lyons in sod., 2016; Prudhomme in sod., 2006). Izražanje gena comGA 
(transporter ComGA sodeluje pri privzemu DNA (Briley in sod., 2011)) je bilo višje na stiku 
»nonkin« rojev, kar kaže, da je bila koncentracija kompetentnih celic višja in več celic je 
bilo sposobnih privzema proste DNA. To nakazuje, da antagonistične interakcije med sevi 
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vplivajo na razvoj kompetence za transformacijo in s tem verjetno tudi na pogostejši privzem 
DNA drugega seva. Na stiku »kin« rojev in liniji med »nonkin« roji smo ugotavljali tudi 
koncentracijo DNA, vendar ni bilo signifikantnih razlik v koncentraciji DNA na mestu stika 
(»kin«) in linije (»nonkin«). Od dodatku DNaze izmenjava DNA ni potekala, kar kaže, da je 
zanjo pomembna prosta DNA. Zanimivo je, da celice na liniji ali stiku med roji sevov v svoj 
genom niso vključile DNA, ki smo jo dodali v poltrdo gojišče B ali na površino poltrdnega 
gojišča. Razlog je lahko razgradnja dodane DNA s pomočjo DNaze še pred nastopom faze, 
ko so celice sposobne privzema proste DNA, ali celice na stiku oz. na liniji med roji sevov 
niso sposobne privzema dodane DNA, saj morda ni bila v primerni obliki, ali pa je bila 
koncentracija dodane DNA prenizka. Slednje je manj verjetno, saj se transformacija ni 
povečala s povečanjem koncentracije DNA. 
 
Višja pogostost horizontalnih prenosov med dvema rojema »nonkin« sevov, kot med dvema 
rojema »kin« sevov kaže, da ima sorodstvena diskriminacija lahko pomemben vpliv na 
evolucijo sevov, ki vstopajo v interakcije. Naši rezultati tudi podpirajo hipotezo, da je za 
izmenjavo genov med sevi bila odgovorna transformacija. 
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Priloga A: Kontrola pogostosti izmenjave DNA na stiku oz. na liniji med roji »kin« in 
»nonkin« sevov z zamenjanimi fluorescenčnimi oznakami in antibiotično odpornostjo 
Da bi preverili, če morda na pogostost izmenjave vpliva fluorescenčna oznaka ali odpornost 
proti antibiotiku, smo poskus ugotavljanja pogostosti izmenjave DNA na stiku oz. na liniji 
med roji »kin« in »nonkin« sevov ponovili s sevi, ki imajo zamenjane oznake (Priloga A1).  




Priloga A1: Pogostost izmenjave DNA na stiku oz. na liniji med roji »kin« in »nonkin« 
sevov z zamenjanimi fluorescenčnimi oznakami in antibiotičnimi rezistencami. 
 
Kombinacije »nonkin« sevov so označene rdeče in kombinacije »kin« sevov modro. (a - v 3 
bioloških in 3 tehničnih ponovitvah, b - v 3 tehničnih ponovitvah). Standardni odklon smo 
izračunali na podlagi bioloških ponovitev, vsaka biološka ponovitev pa je povprečje treh 
tehničnih ponovitev. 
 
Rezultati  (Priloga A1) so bili skladni s predhodno dobljenimi rezultati pogostosti izmenjave 
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Priloga B: Vpliv filogenetske sorodnosti na sporulacijo na stiku oz. na liniji med roji 
»kin« in »nonkin« sevov 
V primeru stresa bakterije sprva uporabi različne taktike za preživetje, ena izmed katerih je 
tudi kompetenca. Če so alternativni odzivi neučinkoviti, pride do sporulacije (Schultz in 
sod., 2009). Zato smo želeli ugotoviti tudi vpliv filogenetske sorodnosti na sporulacijo na 
stiku ali liniji med roji sevov. 
 
Na poltrdo agarsko 0,7 % gojišče B smo nacepili spore sevov B. subtilis. Nacepili smo 2 µl 
spor, redčenih v razmerju 1:1 s tekočim gojiščem LB. Poltrda gojišča B smo inkubirali preko 
noči pri 37 °C in 95 % vlažnosti, da so zrasli roji nacepljenih sevov. Na stiku ali na liniji 
med roji sevov B. subtilis smo s pomočjo odrezanih pipetnih nastavkov odvzeli 10 vzorcev 
kulture skupaj s poltrdim agarskim gojiščem. Vzorce smo resuspendirali v 500 µl fiziološke 
raztopine in dobro premešali na vorteksnem mešalu. Pripravili smo redčitveno vrsto do 10-7. 
Redčitve 10-3, 10-4 in 10-5 vsakega od vzorcev smo nato segrevali 30 min pri 80 °C, da so v 
mikrocentrifugirkah preživele le celice, ki so tvorile spore. Te tri redčitve vzorcev smo nato 
nacepili na agarsko gojišče LB s kloramfenikolom (LB Cm) in spektinomicinom (LB Sp). 
Nacepljena gojišča LB smo inkubirali preko noči pri 37 °C, da so zrasle kolonije iz 
nacepljenih celic, ki so tvorile spore in tako preživele kuhanje. Prešteli smo kolonije na 
gojiščih LB po segrevanju in ugotavljali koncentracijo spor v vzorcu (Priloga B1). 
Uporabljene kombinacije sevov: 
- PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-13 (Cm) 
- PS-216 (Sp) in PS-216 (Cm) 
- PS-196 (Sp) in PS-196 (Cm) 
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Priloga B1: Koncentracija spor posameznega seva na liniji med roji »nonkin« sevov, na 
stiku »kin« sevov in stiku rojev izogenih sevov z različnimi antibiotičnimi in 
fluorescenčnimi označbami. 
 
Stolpiči (Priloga B1), ki prikazujejo koncentracijo spor posameznega seva na liniji med roji 
»nonkin« sevov so označeni z rdečo, stolpiči, ki prikazujejo koncentracijo spor posameznega 
seva na stiku med »kin« roji so označeni z modro in z zeleno tisti, ki prikazujejo 
koncentracijo spor na stiku med roji istega seva, a z različnimi označbami. Stolpiči prvega 
seva v kombinaciji so črtkani in stolpiči drugega seva v kombinaciji so pikčasti. Standardni 
odklon smo izračunali na podlagi treh bioloških ponovitev, vsaka biološka ponovitev pa je 
povprečje treh tehničnih ponovitev. 
 
Na liniji med »nonkin« sevoma PS-216 (Sp) in PS-196 (Cm) je koncentracija spor seva PS-
196 (Cm) nižja, kot koncentracija spor seva PS-216 (Sp) (P<0,05). Statistično signifikantna 
je tudi razlika v koncentraciji spor seva PS-13 (Sp) in PS-13 (Cm) na stiku med sevoma 
(P<0,05). Pri ostalih kombinacijah ni signifikantne razlike med sevoma v koncentraciji spor 
na stiku oz. na liniji med rojema.  
 
Koncentracija spor seva PS-196 (Sp) na liniji med »nonkin« rojema PS-196 (Sp) in PS-13 
(Cm) je nižja, kot koncentracija spor seva PS-196 (Sp) na stiku z istim sevom (PS-196 (Sp) 
: PS-196 (Cm)) (P<0,05). Signifikantne razlike ni v koncentraciji spor PS-196 (Cm) na liniji 
med »nonkin« roji PS-216 (Sp) : PS-196 (Cm) in koncentraciji spor PS-196 (Cm) na stiku z 
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na liniji »nonkin« rojev PS-216 (Sp) : PS-196 (Cm) nižja, kot koncentracija spor seva PS-
196 (Sp) na stiku z izogenim sevom (PS-196 (Sp) : PS-196 (Cm)) (P<0,05). 
 
Med koncentracijami spor seva PS-216 ni statistično signifikantne razlike, ne glede na 
kokultivirani roj (»kin« ali »nonkin«). 
 
Med roji sevov, ki so bili nacepljenimi sami s sabo (isti sev, a z različno antibiotično in 
fluorescenčno označbo) je koncentracija spor najvišja pri sevu PS-216 (PS-216 (Sp) : PS-
216 (Cm)) in se signifikantno razlikuje od koncentracije spor pri kombinacijah sevov PS-
196 (Sp) : PS-196 (Cm) in PS-13 (Sp) in PS-13 (Cm) (P<0,05).  
 
Rezultati morda nakazujejo vpliv antagonističnih interakcij na sporulacijo enega izmed 
sevov na liniji med »nonkin« sevi. Koncentracija spor seva PS-196 (Sp) na liniji »nonkin« 
rojev PS-196 (Sp) in PS-13 (Cm) je bila nižja, kot koncentracija spor PS-196 (Sp) na stiku 
z istim sevom (PS-196 (Sp) : PS-196 (Cm)). Na stiku med nonkin rojema PS-216 (Sp) in 
PS-196 (Cm) je bila koncentracija spor seva PS-196 (Cm) nižja, kot koncentracija spor PS-
216 (Sp). Prav tako je bila koncentracija spor seva PS-196 (Cm) v tej kombinaciji »nonkin« 
rojev nižja, kot koncentracija spor seva PS-196 (Sp) na stiku z izogenim sevom (PS-196 (Sp) 
: PS-196 (Cm)). Med koncentracijami spor seva PS-216 pa ni bilo statistično signifikantne 
razlike, ne glede na vzporedno nacepljeni sev (»kin« ali »nonkin«).  
 
Razlog za nižjo koncentracijo spor posameznega seva na liniji med roji sevov je lahko 
kompeticija pri sporulaciji, pri čemer pride do zaviranja sporulacije seva PS-196 (Cm) s 
strani PS-216 (Sp). Za potrditev te hipoteze bi bili potrebni dodatni poskusi, saj bi razlog 
lahko bila tudi slabša sporulacija seva PS-196. Ker smo na stiku oz. na liniji med »kin« in 
»nonkin« roji vzorčili po 22–24 urah, je večina celic že tvorila spore (Dawes, 1969). Da bi 
lahko bolje sledili procesu sporulacije in vplivu sorodstvene diskriminacije na sporulacijo, 
bi bilo potrebno ugotavljanje deleža spor v različnih časovnih točkah tekom rojenja in tvorbe 
stikov oz. linij na poltrdem gojišču B.  
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PS-216 : PS-196 / / / / / / 
PS-216 : PS-13 0,14549 / / / / / 
PS-196 : PS-13 0,26234 0,60285 / / / / 
PS-216 : PS-216 0,46214 0,02947 0,16595 / / / 
PS-196 : PS-196  0,06859 0,00276 0,08434 0,07830 / / 
PS-13 : PS-13 0,17772 0,58859 0,49643 0,02179 0,00035 / 
  
Priloga C1: Statistična primerjava povprečnih vrednosti pogostosti izmenjave DNA med 
sevi v tekočem gojišču CM. 
 
Preglednica (Priloga C1) prikazuje P vrednosti t-testa za neodvisna vzorca na katerih smo 
vrednotili pogostost izmenjave DNA med sevi v kokulturi v tekočem gojišču CM (Slika 15). 
Primerjali smo povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev koncentracije transformant. 
 
Vrednosti P manjše 0,05 od pomenijo, da je med kombinacijama sevov signifikantna razlika 














PS-216 : PS-196 / / / / / 
PS-216 : PS-13 0,2697 / / / / 
PS-196 : PS-13 0,3058 0,7904 / / / 
PS-216 : PS-216 0,3000 0,8258 0,9686 / / 
PS-196 : PS-196  0,1558 0,0065 0,1076 0,1062 / 
  
Priloga C2: Statistična primerjava povprečnih vrednosti koncentracij DNA na območju 
srečanja rojev sevov. 
 
Preglednica (Priloga C2) prikazuje P vrednosti t-testa za neodvisne vzorce izmerjenih 
koncentracij DNA na stiku oz. na liniji med roji sevov (Slika 18). T-test smo izvedli, tako 
da smo parno primerjali povprečne vrednosti koncentracije DNA vseh kombinacij sevov 
("kin", "nonkin" in izogenih sevov). Povprečne vrednosti bioloških ponovitev smo izračunali 
na podlagi treh tehničnih ponovitev. 
 
Vrednosti P manjše 0,05 od pomenijo, da je med kombinacijama sevov signifikantna razlika 
v povprečnih koncentracijah DNA na območju srečanja rojev sevev (Slika 18). 
 
